Analyse von steady-state Kalziumsignalen in humanen CD4+ T-Lymphozyten unter möglichst physiologischen Bedingungen by Neblung, Katherina Anne
Aus der Fachrichtung Biophysik
Bereich Theoretische Medizin und Biowissenschaften
der Medizinischen Fakulta¨t
der Universita¨t des Saarlandes, Homburg/Saar
Analyse von steady-state
Kalziumsignalen
in humanen CD4+ T-Lymphozyten
unter mo¨glichst physiologischen
Bedingungen
Dissertation
zur Erlangung des Grades einer Doktorin der Medizin
der Medizinischen Fakulta¨t
der Universita¨t des Saarlandes
2010
vorgelegt von:
Katherina Anne Neblung
geb. am: 21.4.1981 in Landstuhl
ii
Inhaltsverzeichnis
1 Zusammenfassung 1
2 Einleitung 5
2.1 Die T-Zell vermittelte Immunita¨t . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
2.2 Die Immunologische Synapse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
2.3 Kalziumabha¨ngige Signaltransduktion in T-
Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.4 Aufbau und Aktivierung des CRAC-Kanals . . . . . . . . . . . . 9
2.4.1 STIM1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2.4.2 ORAI . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.4.3 TRPC3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.5 Zielsetzung der Arbeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
3 Material und Methoden 15
3.1 Substanzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
3.2 Medien und Puffer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
3.3 Antiko¨rper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
3.4 Small interfering RNA’s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
3.5 Gera¨te und Software . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
3.6 Isolation von peripheren mononuklea¨ren Zellen aus humanem
Vollblut . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
3.7 Isolation von CD4+-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
3.8 Anti-CD4 Fa¨rbung der isolierten T-Zellen . . . . . . . . . . . . . 19
3.9 Transfektion von CD4+-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
3.9.1 siRNA-Technologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
3.9.2 Vorgehen bei der Transfektion . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.10 Stimulation der CD4+-Zellen und Kultivierung unter kalziumli-
mitierenden Bedingungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.11 Messung der intrazellula¨ren Kalziumkonzentration in CD4+-Zellen 22
3.11.1 Allgemeines zu Fura-2/AM . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.11.2 Messung der steady-state Kalziumkonzentration in CD4+-
Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
3.12 Kalibration der intrazellula¨ren Kalziumkonzentration in CD4+-
Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.13 Bestimmung der freien Kalziumkonzentration in AIM-VR©-Medium 25
3.14 Immunfluoreszenz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
i
INHALTSVERZEICHNIS
4 Ergebnisse 27
4.1 Bestimmung der Reinheit der CD4+-Zellpopulation . . . . . . . . 27
4.2 Kalibration der [Ca2+]i in CD4+-Zellen und der Kalziumkonzen-
tration in AIM-VR©-Medium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
4.3 Analyse der steady-state [Ca2+]i in CD4+-Zellen in Abha¨ngigkeit
von der [Ca2+]e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4.4 Analyse der Kinetik der intrazellula¨ren Kalziumkonzentration in
CD4+-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
4.5 Einfluss von TRPC3 und STIM1 auf die [Ca2+]i in CD4+-Zellen 39
4.5.1 Nachweis der Effizienz der Methode in prima¨ren CD4+-
Zellen mittels STIM1-siRNA . . . . . . . . . . . . . . . . 39
4.5.2 Analyse der Rolle von STIM1 auf die steady-state Kalzi-
umkonzentration in CD4+-Zellen . . . . . . . . . . . . . . 41
4.5.3 Analyse der Rolle von TRPC3 auf die steady-state Kal-
ziumkonzentration in CD4+-Zellen . . . . . . . . . . . . . 45
5 Diskussion 49
Literaturverzeichnis 56
ii
Kapitel 1
Zusammenfassung
In T-Lymphozyten spielt die kalziumabha¨ngige Signaltransduktion nach der
Bildung der Immunologischen Synapse fu¨r die Aktivierung und Proliferation
eine entscheidende Rolle. Da gezeigt wurde, dass die Proliferation der T-Zelle
von der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration ([Ca2+]e) abha¨ngt, sollte gekla¨rt
werden, wie sich das intrazellula¨re Kalziumsignal in stimulierten, prima¨ren
CD4+-Zellen im Steady-State in Abha¨ngigkeit von der [Ca2+]e verha¨lt. Um
mo¨glichst physiologische Bedingungen zu erreichen, wurden die Messungen bei
37◦C durchgefu¨hrt und die Zellen fokal mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten
Polystyrenmikropartikeln (Beads) stimuliert. Mittels Immunfluoreszenzmikro-
skopie wurde die Abnahme der intrazellula¨ren Kalziumkonzentration ([Ca2+]i)
durch eine A¨nderung der [Ca2+]e quantifiziert. Die Effizienz der fokalen Sti-
mulation wurde durch die deutlich ho¨here [Ca2+]i in Zellen mit Beadkontakt
im Vergleich zu Zellen ohne Beadkontakt besta¨tigt. Eines der Ziele war eine
detaillierte Analyse der Kinetik der Kalziumsignale in CD4+-Zellen. Diese zeig-
te transiente Erho¨hungen bis hin zu Oszillationen in der [Ca2+]i. Ha¨ufigkeit
und Amplitude der Transienten nahmen mit Reduktion der [Ca2+]e ab. Diese
Transienten scheinen fu¨r die Proliferation der T-Zelle notwendig zu sein.
Der zweite Teil der Arbeit bescha¨ftigt sich mit der Rolle von STIM1 und
TRPC3 auf die steady-state [Ca2+]i in prima¨ren CD4+-Zellen. Nach der Aus-
bildung einer Immunologischen Synapse findet ein speichergesteuerter Kalzium-
einstrom (SOCE) statt. STIM1 ist ein im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
lokalisiertes Transmembranprotein, das die Speicherentleerung detektiert und
den SOC-Kanal in der Plasmamembran aktiviert. TRPC3 ist ein nichtselektiver
Kationenkanal, dessen Expression nach Stimulation der CD4+-Zellen hochregu-
liert wird. Die Aufgabe von TRPC3 in der Kalziumhomo¨ostase in T-Lympho-
zyten und dessen Aktivierungsmechanismus sind jedoch noch nicht klar. Der
Einfluss von STIM1 und TRPC3 auf die steady-state [Ca2+]i wurde durch Her-
unterregulation der Expression mittels RNAi durchgefu¨hrt. Um die Effizienz
der Methode in prima¨ren Zellen nachzuweisen, wurde STIM1 als Positivkon-
trolle verwendet, da der Einfluss von STIM1 auf den SOCE bereits mehrfach
nachgewiesen wurde. Der Nachweis erfolgte auf Proteinebene mittels Immun-
fluoreszenz und funktionell durch den Nachweis der Reduktion des Thapsigar-
gin vermittelten SOCE in STIM1-siRNA transfizierten Zellen. Die transfizierten
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Zellen wurden ebenfalls fokal mit Beads stimuliert. Die Analyse der [Ca2+]i in
STIM1- bzw. TRPC3-siRNA transfizierten Zellen zeigte jeweils eine geringe-
re [Ca2+]i im Vergleich zur Kontrolle, was auf den Einfluss von STIM1 und
TRPC3 auf die Regulation der steady-state [Ca2+]i in CD4+-Zellen schließen
la¨sst.
Summary
Analysis of steady-state calcium signaling in human
CD4+ T cells under conditions as physiological as pos-
sible
In T cells, calcium signaling following the formation of the immunologi-
cal synapse is required for the activation and proliferation. It has been shown,
that the proliferation of T cells depends on the external calcium concentra-
tion ([Ca2+]e). Therefore the first aim of the thesis was to analyze, how the
intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) depends on [Ca2+]e in stimulated,
primary CD4+ T cells under steady-state conditions. To mimic physiological
conditions as close as possible, experiments were done at 37◦C and T cells were
focaly stimulated with anti-CD3/anti-CD28-coated beads. By single-cell Ca2+
imaging, I demonstrated that a reduced [Ca2+]e leads to a reduction in [Ca2+]i.
[Ca2+]i was higher in T cells with bead contact compared to cells without bead
contact during the experiment, indicating the efficiency of bead stimulation. In
the following, I analyzed the kinetics of [Ca2+]i in more detail. We found, that
the number and the amplitude of calcium transients were dependent on the
external calcium concentration. The lower the external calcium concentration
was, the lower was also the frequency and the amplitudes of calcium transients.
We postulate, that these calcium transients are crucial for the proliferation of
T cells.
In the second part of the thesis, I investigated the functional role of STIM1
and TRPC3 on resting [Ca2+]i in primary human CD4+ T cells. Calcium influx
through plasma membrane store-operated Ca2+ (SOC) channels is an important
step in the signaling pathway after the formation of the immunological synapse.
In this cascade, STIM1 senses the depletion of Ca2+ from the ER and activates
SOC channels. TRPC3 is a non-selective cation channel, which is activated fol-
lowing receptor stimulation. It was shown in our laboratory, that the expression
of TRPC3 in primary human CD4+ T cells is up-regulated following stimulati-
on, but its exact role for Ca2+ entry during resting conditions in T cells as well
as the molecular mechanism of TRPC3 activation is not clear at present. Using
siRNA technology, STIM1 and TRPC3 were down-regulated to analyze the role
of STIM1 and TRPC3 on steady-state [Ca2+]i. We used STIM1 as a positive
control to prove the efficiency of RNAi in primary T cells. We could confirm the
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down-regulation of STIM1 on protein level using immunohistochemistry and in
Ca2+ imaging experiments, which revealed a reduction of SOCE following the
depletion of stores with thapsigargin. In parallel, we confirmed the reduction
of STIM1 mRNA levels by quantitative RT-PCR. We demonstrated, that the
steady-state [Ca2+]i in CD4+ T cells, which were transfected with either STIM1
or TPRC3 siRNAs, was reduced in comparison to control cells. Therefore, we
conclude that STIM1 and TRPC3 play a role in the regulation of steady-state
[Ca2+]i in human CD4+ T cells.
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Kapitel 2
Einleitung
2.1 Die T-Zell vermittelte Immunita¨t
Das Immunsystem verteidigt den Organismus gegen Infektionen. Die ange-
borene Immunita¨t sorgt fu¨r die erste Abwehr des Erregers. Sie ist unspezi-
fisch und besteht aus humoralen Faktoren wie dem Komplementsystem und
zellula¨ren Bestandteilen, zum Beispiel Granulozyten und Makrophagen. Die
adaptive Immunantwort kann Krankheitserreger spezifisch erkennen und gezielt
einen Schutz gegen eine erneute Infektion entwickeln. Zum adaptiven Immun-
system geho¨ren B- und T-Lymphozyten. Sie unterscheiden sich durch ihren An-
tigenrezeptor und den Ort, an dem sie ausdifferenzieren, B-Zellen im Knochen-
mark, T-Zellen im Thymus. Naive B- und T-Lymphozyten, die im Knochenmark
bzw. Thymus gereift sind, aber noch keinen Kontakt mit einem Antigen hat-
ten, zirkulieren zwischen Blut und peripheren lymphatischen Geweben. Findet
eine Infektion statt, proliferieren die Lymphozyten, die den Erreger erkennen,
und differenzieren zu Effektorzellen. Die Aktivierung der naiven T- Zelle er-
folgt durch eine antigenpra¨sentierende Zelle (APC). Dazu geho¨ren dendritische
Zellen, Makrophagen und B-Zellen.
T-Zellen lassen sich entsprechend ihrer membransta¨ndigen Korezeptoren in
CD4+ und CD8+ Zellen unterteilen. Die zytotoxischen CD8+ Zellen dienen zur
Abto¨tung von infizierten Zellen. Zu den CD4+ Helferzellen za¨hlen TH1, TH2
und TH17 Zellen. TH1 Zellen sezernieren Interleukin 2 (IL-2) und Interferon-γ
und dienen der Aktivierung von Makrophagen, wa¨hrend TH2 Zellen IL-4 und
IL-5 sezernieren und zur Differenzierung von B-Zellen in antiko¨rperproduzieren-
de Plasmazellen beitragen [31]. TH17 Zellen produzieren neben IL-17 weitere
Zytokine wie TNFα, GM-CSF, IL-6 und IL-22. Sie haben eine wesentliche Funk-
tion in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen aus dem Formenkreis der
rheumatologischen Gelenkerkrankungen [36].
T-Zellen ko¨nnen zu Geda¨chtniszellen differenzieren, die bei einer erneu-
ten Infektion mit dem gleichen Erreger eine schnellere und effizientere Ab-
wehr ermo¨glichen [31]. Fu¨r eine kontrollierte Immunantwort ist eine weitere
T-Zellpopulation, die so genannten Regulatorischen T-Zellen (TReg), von Be-
deutung. Dazu geho¨ren Foxp3+ TReg-Zellen, die die Proliferation von autore-
aktiven T-Zellen verhindern und dadurch vor Autoimunerkrankungen schu¨tzen
[86].
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2.2 Die Immunologische Synapse
Fu¨r die Aktivierung der T-Zelle ist die Bildung einer engen Kontaktstelle zwi-
schen T-Zelle und APC, die so genannte Immunologischen Synapse (IS), erfor-
derlich. Durch die Ausbildung der IS findet eine morphologische Vera¨nderung
sowie eine Polarisation innerhalb der T-Zelle statt, die den Kontakt zwischen
T-Zelle und APC versta¨rkt und eine effiziente Aktivierung der T-Zelle zur Folge
hat [40].
Bei der Bildung der IS kommt es zur Interaktion des T-Zellrezeptors (TCR)
mit einem Komplex aus einem Antigen des Pathogens und einem daran ge-
bundenen MHC-Moleku¨l auf der Oberfla¨che der APC. MHC-Komplex steht fu¨r
Haupthistokompatibilita¨tskomplex. Man unterscheidet zwei Klassen von MHC-
Moleku¨len. MHCI wird auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Sie nehmen
Proteine auf, die aus dem Zytosol stammen. Bei viralen Infektionen werden im
Zytosol virale Proteine synthetisiert, die, an MHCI gebunden, zytotoxischen T-
Zellen pra¨sentiert werden. MHCII-Moleku¨le pra¨sentieren Antigene, die aus in-
trazellula¨ren Vesikeln stammen. So werden zum Beispiel nach der Phagozytose
von Bakterien durch Makrophagen Antigene des Pathogens an MHCII-Moleku¨le
gebunden und T-Helferzellen pra¨sentiert.
Die an MHC-Moleku¨le gebundenen Antigene interagieren mit dem TCR
auf der T-Zelle. Ein TCR besteht aus zwei Polypeptidketten, den TCR-α und
TCR-β-Ketten, die miteinander u¨ber eine Disulfidbru¨cke verbunden sind. Der
extrazellula¨re Teil der Transmembrankette besteht aus jeweils zwei Doma¨nen,
einer konstanten und einer variablen Region.
Die variable Region des TCR wird durch eine Gruppe von Gensegmenten
kodiert. Durch eine so genannte somatische Rekombination werden die einzelnen
Gensegmente auf unterschiedliche Weise zusammengesetzt, sodass eine Vielzahl
von verschiedenen Varianten an TCR auf den einzelnen T-Zellen exprimiert
wird. Die Diversita¨t des TCR gewa¨hrleistet eine Erkennung von mo¨glichst vielen
verschiedenen Pathogenen.
Auch MHC-Moleku¨le zeichnen sich durch ihren Polymorphismus aus, der
fu¨r die Antigenerkennung durch T-Zellen von wesentlicher Bedeutung ist. Der
MHC-Komplex, der fu¨r die MHC-Moleku¨le kodiert, ist polygen und es gibt fu¨r
jedes Gen mehrere Allele. Eine T-Zelle erkennt nur ein bestimmtes Peptidfrag-
ment, das an eine bestimmte allelische Variante eines MHC-Moleku¨ls gebunden
ist. Dieses Verhalten der T-Zelle bezeichnet man als MHC-Restriktion.
Neben der Interaktion des an MHC gebundenen Antigens mit dem TCR sind
fu¨r die Aktivierung der naiven T-Zelle kostimulatorische Moleku¨le wie CD86 auf
der APC notwendig. Diese interagieren mit CD28, einem CD86-Rezeptor auf
der T-Zelle [31].
Die Bildung der IS hat einen entscheidenden Einfluss auf die Morpholo-
gie der Zelle. Die T-Zelle bildet dabei eine große Kontaktfla¨che zwischen APC
und T-Zelle. Auch im Zellinneren findet eine Polarisation der Zelle auf die IS
statt. Mit Hilfe des Zytoskeletts werden T-Zellrezeptoren, CD28 und weitere
Adha¨sionsmoleku¨le zur IS rekrutiert und in einer bestimmten Weise auf der
Zelloberfla¨che angeordnet (rev. [40]). In der zentralen Region der IS, dem so
genannten cSMAC (”central supramolecular activation clusters”), konzentriert
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sich der TCR-CD3-Komplex. Im Bereich außerhalb des cSMAC ordnen sich
Adha¨sionsmoleku¨le wie LFA-1 und das Zytoskelettprotein Talin in einem peri-
pheren Ring (pSMAC) an [54]. In einem dritten, a¨ußersten Ring, dem dSMAC,
ist vermehrt CD45 zu finden [21]. Auf die gegenu¨berliegende Seite der IS werden
am DPC (”distal pole complex”) Inhibitoren der T-Zellaktivierung transportiert
[10]. Der Transport von T-Zellrezeptoren und kostimulatorischen Moleku¨len zur
IS ist notwendig, um eine vollsta¨ndige T-Zellantwort zu erhalten [30].
Insofern unterscheidet sich die physiologische Stimulation der Zelle mit APC
enorm von der unphysiologischen Stimulation mit Thapsigargin (Abschnitt 3.11.2)
oder Antiko¨rpern in Lo¨sung, wobei diese Umstrukturierungsprozesse der Zel-
le nicht in der zuvor beschriebenen Art und Weise ablaufen. Eine Mo¨glichkeit
der physiologischen fokalen Stimulation ist die Verwendung von anti-CD3/anti-
CD28 antiko¨rperbeschichteten Polystyrenmikropartikeln [76], die auch in dieser
Arbeit verwendet wurden. Von unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass eine
fokale Stimulation fu¨r eine effiziente Proliferation von CD4+-Zellen notwendig
ist und dass die IL-2 Produktion der Zelle nach Beadstimulation ho¨her ist als
nach Stimulation der Zellen mit Phytoha¨magglutinin (PHA) [76].
2.3 Kalziumabha¨ngige Signaltransduktion in T-
Zellen
Nach der Bildung der IS und der Aktivierung des TCR findet in der T-Zelle
eine kalziumabha¨ngige Signaltransduktion statt, die fu¨r die Aktivierung, Zyto-
kinausschu¨ttung und Proliferation der Zelle entscheidend ist (Abb. 2.1). Fu¨r die
Signalu¨bertragung in das Zellinnere sorgt CD3, ein Moleku¨lkomplex aus drei
Untereinheiten (γ, δ und ε), der nicht-kovalent mit dem TCR verbunden ist,
sowie einem ζ-Homodimer, das intrazellula¨r an den TCR gebunden ist [31]. Die
Kinasen Fyn und Lck phosphorylieren nach der Aktivierung des TCR die IT-
AMS (”immunorezeptor tyrosine-based activation motifs”) der ζ-Ketten. Das
mit der ζ-Kette assoziierte Protein ZAP-70 phosphoryliert daraufhin die Adap-
terproteine LAT und SLP76. Dadurch kommt es zur Aktivierung der Phospho-
lipase Cγ (PLCγ). PLCγ spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in den
second messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG).
IP3 bindet an den IP3-Rezeptor in der Membran des ER. Dadurch kommt es
zur Kalziumfreisetzung aus dem ER (rev. in [40]). Die Entleerung des ER fu¨hrt
zur Aktivierung von STIM1, dem Kalziumsensor des ER. STIM1 wiederum
aktiviert den ORAI vermittelten speichergesteuerten Kalziumkanal in der Plas-
mamembran der Zelle [92]. Dieser wird auch als CRAC-Kanal (”Ca2+ release
activated Ca2+”) bezeichnet [29].
Einstro¨mendes Kalzium fu¨hrt u¨ber eine negative Ru¨ckkopplung zur Hem-
mung des CRAC-Kanals. Dieser Effekt wird durch die Aufnahme des Kalziums
in Mitochondrien gemindert. Die Mitochondrien in der Na¨he der IS puffern das
Kalzium in der Umgebung des CRAC-Kanals ab und entlassen das Kalzium an
anderer Stelle in der Zelle. Damit sind Mitochondrien in der Lage, die Effizienz
der T-Zellaktivierung zu erho¨hen (rev. in [40]).
Daneben pumpen Ca2+-ATPasen Kalzium aus dem Zytosol. Auch das Mem-
7
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Abbildung 2.1: Kalziumabha¨ngige Signaltransduktion in T-Zellen. Die Immunologi-
sche Synapse wird zwischen der Antigenpra¨sentierenden Zelle und der T-Zelle gebildet.
Die Interaktion des Antigen-MHCII-Komplexes mit dem TCR fu¨hrt u¨ber die Akti-
vierung der PLC zur Freisetzung von IP3 und DAG. IP3 setzt Ca2+ aus dem ER frei.
STIM1 ist der Kalziumsensor des ER. Die Entleerung dieses Kalziumspeichers fu¨hrt zur
Aktivierung des CRAC-Kanals durch STIM1. U¨ber den CRAC-Kanal einstro¨mendes
Ca2+ wird von Mitochondrien aufgenommen und an anderer Stelle im Zytosol freige-
setzt, um eine Inhibierung des CRAC-Kanals durch Ca2+ zu verhindern. Einstro¨mendes
Ca2+ aktiviert Calzineurin, welches NFAT dephosphoryliert. Dephosphoryliertes NFAT
gelangt zusammen mit AP-1 und NFκB, die u¨ber die PKC aktiviert werden, in den
Zellkern. Dadurch wird die Expression von IL-2 gesteigert, was z.B. zur Proliferation
der T-Zelle fu¨hrt. Bei der Aktivierung von NFκB wird IκB im Zytosol abgespalten und
abgebaut.
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branpotential der Zelle, das durch K+ und Cl−-Kana¨le moduliert wird, steuert
den Kalziumeinstom u¨ber den CRAC-Kanal, wobei eine Depolarisation der Zelle
den Einstrom verringert und eine Hyperpolarisation den Einstrom erho¨ht (rev.
in [40]).
Dieser Kalziumeinstrom, der Minuten bis Stunden andauern kann [40], akti-
viert die kalziumabha¨ngige Phosphatase Calcineurin u¨ber das kalziumbindende
Protein Calmodulin. Calcineurin dephosphoryliert den ”nuclear factor of acti-
vated T-cells” (NFAT) im Zytosol. Durch die Dephosphorylierung gelangt der
NFAT in den Zellkern.
Daneben spielen auch andere kalziumabha¨ngige Transkriptionsfaktoren wie
Aktivatorprotein-1 (AP-1) und Nukleofaktor-κB (NF-κB) eine Rolle. Nach der
Freisetzung von DAG folgt die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC). Die
PKC spaltet IκB von dem Komplex aus IκB/NF-κB ab. IκB wird im Zytosol
abgebaut und NF-κB wandert in den Zellkern [44]. Die Tanskriptionsfaktoren
AP-1, NF-κB und NFAT fu¨hren zur Transkription von Genen wie IL-2, die fu¨r
die Proliferation der T-Zelle wichtig sind.
Die Bedeutung der kalziumabha¨ngigen Signaltransduktion zeigt sich da-
durch, dass 75% der Gene, die fu¨r die Aktivierung der T-Zelle notwendig sind,
von dem CRAC vermittelten Kalziumeinstrom abha¨ngen [17] und dass bei einer
Sto¨rung dieses Signalweges Krankheiten wie Allergien, Rheuma und chronisch
entzu¨ndliche Darmerkrankungen wie Colitis Ulcerosa oder Morbus Crohn auf-
treten ko¨nnen. Die Arbeitsgruppe von A. Fischer konnte daru¨ber hinaus zeigen,
dass ein Verlust des ICRAC in T-Zellen bei dem betroffenen Patienten eine ”Se-
vere Combined Immunodeficiency” (SCID) hervorruft [42]. 2006 wurden dann
von Feske et al. als Ursache fu¨r den Immundefekt eine Mutation von ORAI1
beschrieben [19].
2.4 Aufbau und Aktivierung des CRAC-Kanals
Der CRAC-Kanal geho¨rt zu den speichergesteuerten Kalziumkana¨len (”store
operated Ca2+ channels”). Speichergesteuerte Kalziumkana¨le (SOC-Kana¨le)
werden durch ein Absinken der luminalen Kalziumkonzentration im ER ak-
tiviert. Der CRAC-Kanal wurde 1992 als Prototyp speichergesteuerten Kal-
ziumeinstoms (SOCE), auch kapazitiver Kalziumeinstrom genannt, von der
Arbeitsgruppe R. Penner zum ersten Mal in Mastzellen beschrieben [28, 29].
Der CRAC-Kanal ist ein kalziumselektiver Kationenkanal. Der ICRAC ist ein
Einwa¨rtsgleichrichter, der nicht spannungsaktiviert ist [29]. Er kommt unter
anderem in T-Zellen und Mastzellen vor. Der ICRAC vermittelte Kalziumein-
strom ist bisher der einzig beschriebene Kalziumeinstrom in T-Zellen, nach
deren Aktivierung [18, 43, 51].
2.4.1 STIM1
Lange Zeit blieb der molekulare Aufbau des CRAC-Kanals ungekla¨rt, bis 2005
in einem ”high-throughput RNA interference screen” STIM1 als eine Kompo-
nente des SOCE identifiziert wurde [46, 71]. STIM1 wurde urspru¨nglich als
Oberfla¨chenprotein in Stromazellen gefunden [62]. STIM Proteine sind hoch
9
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Abbildung 2.2: Aktivierung des CRAC/ORAI-Kanals durch STIM1. Das Absinken
der luminalen [Ca2+] des ERs fu¨hrt zur Dissoziation von Ca2+ von der N-terminalen
cEF-Doma¨ne von STIM1 (A), was eine Oligomerisierung von STIM1 u¨ber die EF-SAM-
Doma¨ne (B) und CC1/SOAR verursacht (C). Die Akkumulation von STIM1 findet in
Puncta in der Na¨he der Plasmamembran statt, die durch lysinreiche Abschnitte (K-
rich) am N-Terminus von STIM1 stabilisiert wird (D). Tetramere ORAI1-Komplexe (E)
aggregieren in der Plasmamembran und interagieren mit den CAD/SOAR-Doma¨nen
von STIM1, was zum Kalziumeinstrom u¨ber CRAC/ORAI fu¨hrt (F). Steigt die [Ca2+]
des ERs wieder an, bindet Ca2+ an die cEF-Doma¨ne und die STIM1-Komplexe lo¨sen
sich auf (G) [12].
konserviert und kommen in vielerlei Spezies von Drosophila [71] bis C. ele-
gans [79] vor. In Vertebraten wird neben STIM1 auch STIM2 exprimiert [85].
STIM1 und STIM2 sind vom Aufbau sehr a¨hnlich, sie unterscheiden sich nur
in der N- und C-terminalen Region. STIM hat eine Transmembrandoma¨ne und
ist vorwiegend in der Membran des ER lokalisiert (Abb. 2.2). Es ist in der La-
ge, das luminale Ca2+ des ER mit Hilfe seiner N-terminal gelegenen EF-Hand
und SAM-(,,sterile alpha motif”) Doma¨nen zu detektieren. STIM1 ist norma-
lerweise in der Membran des ER verteilt. Sinkt jedoch die luminale Kalzium-
konzentration des ER ab, dissoziiert Ca2+ von STIM1 ab und bildet Oligomere,
so genannte ”Puncta” innerhalb der Membran des ER in der Na¨he der Plas-
mamembran [44, 87]. Die Oligomerisierung erfolgt an der C-terminal gelegenen
coiled-coil Doma¨ne 1 (CC1) und der CAD/SOAR Doma¨ne (rev. in [12]). Die C-
terminale Region von STIM entha¨lt α-Helices, die eine la¨ngere Distanz von bis
zu 20 nm zwischen ER und Plasmamembran u¨berbru¨cken ko¨nnen [44, 92], um
den CRAC-Kanal in der Plasmamembran zu aktivieren. STIM1 ist unerla¨sslich
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fu¨r die Aktivierung des CRAC-Kanals. STIM2 scheint eher einen hemmenden
Einfluss auf den CRAC-Kanal zu haben (rev. in [12]).
2.4.2 ORAI
Ein weiterer Meilenstein in der Aufkla¨rung des molekularen Aufbaus des CRAC-
Kanals war die Entdeckung der Familie der ORAI Proteine als porenbildende
Einheit des CRAC-Kanals. Dies gelang einerseits durch ein RNA interference
screening [19, 83, 91] und zum anderen durch die Identifikation einer Mutation
in ORAI1. Diese Mutation verursacht bei dem betroffenen Patienten eine ”Se-
vere Combined Immunodeficiency” (SCID), die auf den Verlust des ICRAC in
T-Zellen zuru¨ckzufu¨hren ist [19]. Die Arbeitsgruppe von A. Rao konnte zeigen,
dass bei der Expression des Wildtyp ORAI1-Konstruktes in T-Zellen von SCID
Patienten der ICRAC wieder gemessen werden konnte [19].
Bisher wurden drei ORAI Gene identifiziert (orai1, orai2, orai3). ORAI
Proteine sind Transmembranproteine, die in vielen Geweben exprimiert werden
[85, 24]. ORAI1 erfu¨llt alle Kriterien des speichergesteuerten Kalziumeinstroms
in T-Zellen [91, 78, 65, 53, 88, 67, 83]. ORAI1, ORAI2 und ORAI3 ko¨nnen mit
STIM1 interagieren und weisen jeweils eine CRAC-Kanalaktivita¨t auf. Jedoch
unterscheiden sie sich in der Kationenselektivita¨t und Inhibierung durch Kal-
zium [11, 48]. ORAI1 lagert sich wahrscheinlich zu Tetrameren zusammen, um
den CRAC-Kanal zu bilden [64, 33].
Beim Absinken der luminalen Kalziumkonzentration im ER und der Bil-
dung der Puncta in der Membran des ER akkumulieren auch die CRAC/ORAI-
Kana¨le in unmittelbarer Na¨he der Puncta in der Plasmamembran (Abb. 2.2)
(rev. in [12]). Durch eine direkte Interaktion von STIM1 mit ORAI1 findet die
Aktivierung des CRAC/ORAI-Kanals statt [88]. Dabei bindet die C-terminale
CAD/SOAR Doma¨ne von STIM1 an die C-terminale coiled-coil Region des
ORAI1-Proteins an. Nachdem die Kalziumspeicher wieder aufgefu¨llt sind, bin-
det Ca2+ an die STIM1 EF-SAM-Doma¨ne an. Daraufhin lo¨sen sich die STIM1
Aggregate der Puncta wieder auf, STIM1 zerfa¨llt in Monomere und der CRAC/-
ORAI-Kanal wird nicht mehr aktiviert (rev. in [12]).
2.4.3 TRPC3
Vor der Identifizierung von STIM1 und ORAI1 galten u¨ber zehn Jahre Mit-
glieder der Familie der TRP-Proteine als vielversprechende Kandidaten fu¨r den
speichergesteuerten Kalziumeinstrom. TRP-Proteine wurden zum ersten Mal
in Photorezeptorzellen in Drosophila als PLC abha¨ngiger Kationenkanal be-
schrieben [25].
Der TRP Superfamilie geho¨ren zur Zeit sieben Familien an: TRPC (Cano-
nical), TRPV (Vanilloid), TRPM (Melastatin), TRPML (Mucolipin), TRPP
(Polycystin), TRPA (Ancyrin) und TRPN (”no mechanorezeptor potential C”)
(rev. in [4, 77]). Trp-Gene kommen in vielen Spezies vor und sind auch im
menschlichen Genom in vielen Geweben exprimiert [8]. Viele TRP-Proteine
werden in sensorischen Neuronen exprimiert und sind beteiligt an der Detekti-
on von Licht, Geschmack, Hitze, Schmerz (rev. in [4, 56]).
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TRP-Proteine sind Transmembranproteine, die aus sechs Transmembran-
doma¨nen aufgebaut sind, wobei die 5. und 6. Transmembrandoma¨ne die poren-
bildende Einheit formt. Dabei lagern sich jeweils vier TRP-Proteine zu einem
Tetramer zusammen, um einen Kanal zu bilden, der fu¨r Kationen permeabel ist
[63]. Endogen lagern sich wahrscheinlich verschiedene TRP-Proteine zu einem
Tetramer zusammen. So bildet TRPC3 in vivo wahrscheinlich zusammen mit
anderen TRP-Kana¨len einen heteromeren Kationenkanal [27].
Bei der Suche nach der Identita¨t des CRAC-Kanals waren insbesondere
TRPC-Proteine im Fokus der Wissenschaft. Aufgrund von Sequenzhomolo-
gien wird die TRPC Familie in vier Untergruppen unterteilt: TRPC1; TRPC2;
TRPC3, 6 und 7; und TRPC4 und 5, wobei TRPC2 im Menschen nur als
Pseudogen vorliegt [77].
Die Rolle von TRPC-Kana¨len an der Beteiligung des SOCE wird kontrovers
diskutiert. Auf der einen Seite wurde gezeigt, dass STIM1 mit verschiedenen
TRPC interagiert und diese aktivieren kann (rev. in [45]). Dies fu¨hrte zu der
Ansicht, TRPC-Kana¨le ko¨nnten als SOCE-Kana¨le fungieren [90]. Die Gruppe
von L. Birnbaumer konnte durch die Koexpression von ORAI1 und TRPC3
bzw. TRPC6 in HEK-Zellen eine Erho¨hung des SOCE im Vergleich zu Zellen,
die nur mit ORAI1 transfiziert waren, zeigen, was ebenfalls eine Beteiligung
von TRPC an dem speichergesteuerten Kalziumeinstrom vermuten lassen kann
[49].
Auf der anderen Seite scheint es unwahrscheinlich, dass TRPC-Kana¨le den
SOC-Kanal selbst bilden [45], insbesondere aufgrund der Tatsache, dass ICRAC
einen hochspezifischen Kalziumkanal darstellt [28] und TRPC-Proteine als un-
spezifische Kationenkana¨le beschrieben sind, die fu¨r Natrium, Kalium und Kal-
zium permeabel sind [4]. So ko¨nnte TRPC3 vielmehr an dem nicht-kapazitiven
Kalziumeinstrom (NCCE) beteiligt sein, der u¨ber eine rezeptorvermittelte Ak-
tivierung von DAG stattfindet [32].
In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle von TRPC3 auf die intrazellula¨re
Kalziumkonzentration ([Ca2+]i) in stimulierten CD4+-Zellen untersucht wer-
den. Die Annahme, dass TRPC3 auf das Kalzium in T-Zellen einen Einfluss ha-
ben ko¨nnte, basierte auf vorangegangenen Expressionsanalysen in T-Zellen, die
im Vorfeld dieser Arbeit von Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe durchgefu¨hrt
wurden. Diese Expressionsanalysen zeigten, dass in humanen prima¨ren CD4+-
Zellen innerhalb der TRPC Familie nur TRPC1 und TRPC3 exprimiert werden.
Daru¨ber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von TRPC3
nach TCR-vermittelter Aktivierung der CD4+-Zellen hochreguliert wird. Wei-
terhin wurde festgestellt, dass CD4+-Zellen, die mit siRNA gegen TRPC3 trans-
fiziert wurden, schlechter proliferieren und eine geringere IL-2 Produktion haben
als Zellen, die mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden [58].
2.5 Zielsetzung der Arbeit
Der Kalziumeinstom u¨ber den CRAC/ORAI-Kanal ist wichtig fu¨r die Aktivie-
rung und Proliferation der T-Zellen. In unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt,
dass die Proliferation der Zelle von der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration
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abha¨ngt. Daraus ergab sich die erste Zielsetzung nachzuweisen, wie die steady-
state [Ca2+]i in proliferierenden CD4+-Zellen von der extrazellula¨ren Kalzium-
konzentration ([Ca2+]e) abha¨ngt. Die Messbedingungen sollten mo¨glichst den
physiologischen Bedingungen entsprechen. Demnach sollten die Zellen fokal sti-
muliert und die Messungen bei 37◦C durchgefu¨hrt werden.
Kalziumsignale spielen auch bei der Vera¨nderung der Morphologie und der
Polarisation der Zelle auf molekularer Ebene, die nach Bildung der IS statt-
findet, eine wichtige Rolle. Kalziumsignale sind dabei fu¨r die Koordination der
Organellen und Moleku¨le innerhalb der Zelle wichtig [40]. Dabei ist nicht nur
das absolute Kalzium entscheidend, sondern die Verteilung auf zellula¨rer Ebe-
ne, die Interaktion mit Kalziumbindeproteinen und die Dauer und Amplitude
der Kalziumsignale. So ist beispielsweise die Aktivierung der Transkriptionsfak-
toren NFAT und NFκB in unterschiedlicher Weise von der [Ca2+]i abha¨ngig.
NFκB wird durch kurze und hohe Amplituden im Kalziumeinstom aktiviert,
wa¨hrend NFAT durch einen Kalziumeinstom aktiviert wird, der eine geringe-
re Amplitude aufweist und la¨nger andauernd ist [13, 43]. Daraus ergab sich
das zweite Ziel dieser Arbeit, die Morphologie der Kalziumsignale in Bezug auf
Amplitude und Dauer in CD4+ fokal stimulierten Zellen bei 37◦C genauer zu
untersuchen.
Eine weiteres Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von STIM1 und TRPC3
auf die intrazellula¨re steady-state Kalziumkonzentration in humanen fokal sti-
mulierten CD4+ Effektorzellen mittels siRNA zu messen. Dabei sollte zuna¨chst
anhand von STIM1 gezeigt werden, dass mittels RNAi auch in prima¨ren CD4+-
Zellen eine Herunterregulation des entsprechenden Proteins mo¨glich ist. Insofern
soll diese Arbeit zur Aufkla¨rung der Rolle von TRPC3 auf die Kalziumhomo¨o-
stase in T-Zellen beitragen.
13
EINLEITUNG
14
Kapitel 3
Material und Methoden
3.1 Substanzen
Alle hier nicht aufgefu¨hrten Standardlaborchemikalien wurden von den Firmen
Roche, Sigma und VWR in der Qualita¨t ”zur Analyse” bezogen.
• BSA (Serumalbumin vom Kalb); Sigma, A-7906
• DMSO (Dimethylsulfoxide); Sigma, D-8418
• DynabeadsR©CD3/CD28 T-cell Expander; Invitrogen, 111.31D
• EDTA (Ethyl-Diamin-Tetraacetic Acid); Sigma, E-6758
• EGTA (Ethylenglycol-Tetraessigsa¨ure); Sigma, E4378
• Fetales Ka¨lberserum (FCS); Invitrogen, 10270-106
• Ficoll-PaqueTM PLUS; Amersham Biosciences, 17-1440-03
• Fura-2/AM ”cell permeant”; Invitrogen, F-1221
• Glycin; Roth, 3908.2
• Hepes; Sigma, H-7523
• Ionomycin; Calbiochem, 407950
• Mag-Fura-2, tetrapotassium salt, ”cell impermeant”; Invitrogen, M-1290
• PFA (Paraformaldehyd); Polysciences, 18814; Sigma, F16-35
• Polyornithin; Sigma, P-3655
• Polystyrene Microparticles, PolybeadsR© polystyrene 6.0 micron Micro-
spheres; Polysciences Europe, 07312
• Thapsigargin; Invitrogen, T-7458
• Triton-X 100; Eurobio, 018774
• TrypanBlue Solution 0,4%; Sigma, T-8154
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3.2 Medien und Puffer
• AIM-VR©-Medium; Invitrogen, 12055
• Boratpuffer (0,1M Borsa¨ure; pH 8,5)
• Einbettmedium, ProLongR©Antifade Kit; Invitrogen, P-7481
• Erythrozytenlysepuffer (155mM NH4Cl, 10mM KHCO3, 0,1mM EDTA;
pH 7,3)
• HBSS; PAA Laboratories GmbH, H15-009
• 0mM Kalziumlo¨sung (155mM NaCl, 4,5mM KCl, 3mM MgCl2, 1mM
EGTA, 10mM Glucose, 5mM Hepes; pH 7,4)
• 0,25mM Kalziumlo¨sung (155mM NaCl, 4,5mM KCl, 2,75mM MgCl2,
0,25mM CaCl2, 10mM Glucose, 5mM Hepes; pH 7,4)
• 0,5mMKalziumlo¨sung (155mMNaCl, 4,5mMKCl, 2,5mMMgCl2, 0,5mM
CaCl2, 10mM Glucose, 5mM Hepes; pH 7,4)
• 1mM Kalziumlo¨sung (155mM NaCl, 4,5mM KCl, 2mM MgCl2, 1mM
CaCl2, 10mM Glucose, 5mM Hepes; pH 7,4)
• 20mM Kalziumlo¨sung (115mM NaCl, 4,5mM KCl, 2mM MgCl2, 20mM
CaCl2, 10mM Glucose, 5mM Hepes; pH 7,4)
• Nucleofector Solution; Lonza, VPA-1002
• PBS; Invitrogen, 14190-094
• Lagerpuffer (0,1M Phosphatpuffer, 15mM NaCl, 1% BSA, 5% Glycerol,
0,1% NaN3; pH7,4)
3.3 Antiko¨rper
• Maus anti-human CD3 Antiko¨rper; Serotec, MCA463XZ
• Maus anti-human CD28 Antiko¨rper; BD PharmingenTM , 555725
• anti-GAM IgG Antiko¨rper EM-15 nm; Aurion, 815.022
• Maus anti-human STIM1 Antiko¨rper; BD PharmingenTM , 610954
• anti-Maus IgG Alexa FluorR© 488 Antiko¨rper; Invitrogen, A-11001
• Maus anti-human CD4-R-PE Antiko¨rper (R-Phycoerythrin); Dako, Klon
MT310, R0805
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Tabelle 3.1: Sequenzen der siRNAs
Name Zielgen Sense und Anti-Sense
(accession number)
STIM1-siRNA STIM1 5’GGU GGU GUC UAU CGU UAU UUU3’
(NM 003156) 5’AAU AAC GAU AGA CAC CAC CUU3’
5’UAC AGU GGC UGA UCA CAU AUU3’
5’UAU GUG AUC AGC CAC UGU AUU3’
5’CAA UUA CCA UGA CCC AAC AUU3’
5’UGU UGG GUC AUG GUA AUU GUU3’
5’UCU CUU GAC UCG CCA UAA UUU3’
5’AUU AUG GCG AGU CAA GAG AUU3’
TRPC3-siRNA TRPC3 5’ CGU UGU GCU CAA AUA UGA UdT dT 3’
(NM 003305) 5’ AUC AUA UUU GAG CAC AAC GdG dA 3’
Kontroll-siRNA / 5’ UUC UCC GAA CGU GUC ACG UdT dT 3’
5’ ACG UGA CAC GUU CGG AGA AdT dT 3’
3.4 Small interfering RNA’s
• STIM1-siRNA, siGenome on-TARGETplus SMARTpool duplex; Dhar-
macon, J-0011785
• TRPC3-siRNA, 2-For-Silencing 1; Qiagen, 2FS 1222767 A
• Kontroll-siRNA (non-silencing-siRNA); Qiagen, 1022076
Die Sequenzen der verwendeten siRNAs sind in Tabelle 3.1 aufgefu¨hrt. Die
siRNA gegen STIM1 setzt sich aus einem Pool aus vier verschiedenen siRNAs
zusammen, die gegen unterschiedliche Sequenzen innerhalb der STIM1-mRNA
gerichtet sind. Die Kontroll-siRNA (non-silencing) hat kein Zielgen im mensch-
lichen Genom.
3.5 Gera¨te und Software
Gera¨te:
• Elektroporator NucleofectorTM II; Lonza
• U¨berkopfschu¨ttler Reax 2; Heidolph
• Zentrifugen
– Zentrifuge 30F; Hettich
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Tabelle 3.2: Filtersysteme
Fluorochrom Filter-
nummer
Anregung
[nm]
Anregungs-
filter
Dichroischer
Spiegel
Emissions-
filter
R-PE F41-007 550 HQ 545/30 Q 570 LP HQ 610/75
Alexa FluorR© 488 F41-017 470 HQ 470/40 Q 495 LP HQ 525/50
Fura-2/AM 340, 380 SP 410 DLCP 410 LP 440
– Universal 32R; Hettich
– Centrifuge 5415 C; Eppendorf
– Centrifuge 5415 R; Eppendorf
• Mikroskope
– Olympus CK 30
– Olympus IX 70
Die fu¨r die Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Filter von der Firma AHF-
Analysetechnik sind in Tabelle 3.2 aufgefu¨hrt.
Software:
• Microsoft Excel
• TILL Photonics Vision
• Wavemetrics Igor Pro
3.6 Isolation von peripheren mononuklea¨ren Zellen
aus humanem Vollblut
Fu¨r die Isolation der peripheren mononuklea¨ren Zellen (PBMC) aus humanem
Vollblut wurden Leukozyten-Depletionsfilter verwendet, die freundlicherweise
von der Blutbank der Ha¨mostasiologie und Transfusionsmedizin der Univer-
sita¨tsklinik Homburg zur Verfu¨gung gestellt wurden. Im ersten Schritt wurden
die Filter mit jeweils 60 -65ml HBSS entgegen der urspru¨nglichen Laufrich-
tung des Blutes gespu¨lt, um auf diese Weise die Zellen von den Filtern zu
lo¨sen. Anschließend wurden die Leukozyten mittels Dichtegradientenzentrifuga-
tion isoliert. Da diese Dichtegradientenzentrifugation nur bei Raumtemperatur
funktioniert, wurden alle Schritte der Isolation der PBMCs bei Raumtempera-
tur durchgefu¨hrt, um die Zellen mo¨glichst wenig zu stimulieren. Dazu wurden
zuna¨chst 50ml Leucosep-Ro¨hrchen (Greiner) mit 16ml Ficoll beladen und bei
1000 g 30 s zentrifugiert, um das Ficoll unter den Filter im Leucosep-Ro¨hrchen
zu bringen. Danach wurden die Leucosep-Ro¨hrchen mit 30 -35ml des Blutes aus
den Filtern beladen und bei 450 g 30 Minuten zentrifugiert. Der Leukozytenring
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wurde abgenommen, in ein 50ml Falconro¨hrchen u¨berfu¨hrt, auf 50ml mit HBSS
aufgefu¨llt und erneut bei 250 g fu¨r zehn Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 1ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert. Nach einer Minute wurde die Zell-
suspension auf 50ml mit HBSS aufgefu¨llt, um die Lyse zu stoppen. Nach der
anschließenden Zentrifugation bei 200 g fu¨r zehn Minuten verbleibt ein Großteil
der Thrombozyten im U¨berstand. Das Pellet wurde in 20ml PBS/0,5% BSA
aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer Za¨hlkammer bestimmt.
Die Vitalita¨t der Zellen wurde mit Hilfe von TrypanBlue bestimmt.
3.7 Isolation von CD4+-Zellen
Die Aufreinigung der CD4+-Zellen wurde nach dem Prinzip der ,,Negativen
Isolation” durchgefu¨hrt. Dazu wurde ein Kit der Firma Dynal (113.17D) ver-
wendet. Der Kit beinhaltet magnetische Polystyrenmikropartikel so genannte
DynabeadsR©, die mit verschiedenen Antiko¨rpern beschichtet sind. Negative Iso-
lation bedeutet dabei, dass diese Antiko¨rper alle Zellpopulationen der PBMCs
binden, mit Ausnahme der CD4+-Zellen. So ko¨nnen alle nicht CD4+-Zellen
mit Hilfe eines Magneten entfernt werden, ohne dass die CD4+-Zellen selbst in
irgendeiner Weise stimuliert werden.
Alle folgenden Volumenangaben beziehen sich auf ein Startmaterial von
1 × 108 PBMCs. Die Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des Herstel-
lers. Zuna¨chst wurden die Beads gewaschen. Dazu wurden die Beads mit 2ml
PBS/0,5% BSA versetzt, in den Magneten gestellt, der U¨berstand abgenommen
und die Beads erneut in 1ml PBS/0,5% BSA aufgenommen.
1×108 PBMCs wurden in 1ml PBS/0,5% BSA aufgenommen und mit 200µl
FCS und 200µl Antiko¨rpermix 20 Minuten auf einem Schu¨ttler bei 4◦C inku-
biert. Im Anschluss wurden 5ml PBS/0,5% BSA zugegeben, resuspendiert und
acht Minuten bei 4◦C und 300 g zentrifugiert. Das Pellet wurde danach in 9ml
PBS/0,5% BSA aufgenommen, mit 1ml gewaschenen Beads versetzt und 15
Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schu¨ttler inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurde der Ansatz auf zwei 15ml Falconro¨hrchen verteilt und jeweils 5ml
PBS/0,5% BSA zugegeben. Nach zweiminu¨tiger Inkubationszeit im Magneten
wurde der U¨berstand, der die CD4+-Zellen entha¨lt, in ein neues Falconro¨hrchen
u¨berfu¨hrt und erneut im Magneten fu¨r zwei Minuten inkubiert, um die Beads
mit den PBMCs mo¨glichst vollsta¨ndig zu entfernen.
Zum Schluss wurden die Zellen geza¨hlt und fu¨r die Transfektion auf Eis
gelagert oder in AIM-VR©-Medium mit 10% FCS in einer Dichte von 3 × 106
Zellen pro ml aufgenommen und bei 37◦C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit
kultiviert.
3.8 Anti-CD4 Fa¨rbung der isolierten T-Zellen
Um die Reinheit der Isolationsmethode zu u¨berpru¨fen, wurde nach der Aufreini-
gung der Anteil der CD4+-Zellen mit Hilfe einer Antiko¨rperfa¨rbung bestimmt.
Als erstes wurden 5 × 105 CD4+-Zellen zehn Minuten bei 250 g zentrifugiert
und das Pellet in 45µl PBS/0,5% BSA aufgenommen. Nach Zugabe von 5µl
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einer 1:10 Verdu¨nnung eines R-PE markiertem anti-CD4 Antiko¨rpers wurde die
Probe 20 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden 20µl der
Zellen auf ein mit Polyornithin (0,1mg/ml) beschichtetes Deckgla¨schen (Durch-
messer 25mm, Sta¨rke 1, Kindler) gegeben. Die Zellen mussten zehn Minuten auf
dem Deckgla¨schen absitzen. Mit Hilfe des Polyornithins haften die Zellen auf
dem Deckgla¨schen. Als na¨chstes wurde das Deckgla¨schen in eine selbstgebaute
Messkammer aus Plexiglas eingebaut und die Zellen mit einem zweiten Deckglas
abgedeckt. Zum Abdichten der Kammer wurde Silikonfett (Bayer) verwendet.
An der Messkammer befinden sich zwei O¨ffnungen, an denen Schla¨uche fu¨r einen
Zu- und Abfluss angebracht werden. Dadurch wird ein kompletter Lo¨sungs-
wechsel der Zellen innerhalb von weniger als einer Sekunde auch wa¨hrend eines
Experimentes ermo¨glicht. Um u¨bereinander liegende und nicht haftende Zel-
len zu entfernen, wurde die Kammer zuna¨chst mit einer 1mM Kalziumlo¨sung
(Abschnitt 3.2) durchgespu¨lt. An einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus IX
70) mit einem 20× Objektiv (UplanApo/340, Numerische Apparatur (N.A.)
= 0,75) wurde ein Durchlichtbild mit einer Belichtungszeit von 10ms aufge-
nommen. Dann wurde von dem gleichen Bildausschnitt ein Fluoreszenzbild mit
einem fu¨r den verwendeten R-PE markiertem anti-CD4 Antiko¨rper geeigneten
Filter (Tabelle 3.2) mit einer Belichtungszeit von 1000ms und einer Anregungs-
wellenla¨nge von 550 nm (Polychrom V Monochromator, Till Photonics) aufge-
nommen (CCD Kamera, TILL Imago). Die Analyse der Daten erfolgte mit der
TILL Vision Software. Der Anteil der CD4+-Zellen konnte anhand der Anzahl
der anti-CD4 Antiko¨rper-gefa¨rbten Zellen im Vergleich zu den nicht gefa¨rbten
Zellen, die ausschließlich in der Durchlichtaufnahme zu sehen waren, berechnet
werden.
3.9 Transfektion von CD4+-Zellen
Die zuvor aufgereinigten CD4+-Zellen wurden mit TRPC3-, STIM1- und Kon-
troll-siRNA transfiziert. Die Transfektion wurde mittels Nukleofektion durch-
gefu¨hrt. Bei diesem Verfahren erzeugt ein elektrisches Feld kurzzeitig Poren
in der Plasmamembran der behandelten Zellen. Dadurch kann DNA oder in
diesem Fall siRNA in die Zelle aufgenommen werden.
3.9.1 siRNA-Technologie
Die Arbeitsgruppe von A. Fire und C. Mello hat gezeigt, dass doppelstra¨ngige
RNA Moleku¨le die Expression von homologen Genen in eukaryontischen Zel-
len inhibieren ko¨nnen [20]. Dieser Mechanismus spielt in vivo sowohl eine Rolle
bei der posttranskriptionellen Genregulation als auch bei der Abwehr von Vi-
ren. Auf der Basis dieses Mechanismus hat sich die Methode der Inhibition der
Translation von Proteinen mittels siRNA als Standard in der Molekularbiologie
etabliert. Si-RNA steht fu¨r ”small interfering RNA”. Eine siRNA besteht aus
einer doppelstra¨ngigen RNA aus 21 Nukleotiden, wobei der Antisensestrang
komplementa¨r zur Ziel-mRNA sein muss. Die siRNA wird mittels Transfektion
in die Zelle gebracht. Im Zytosol wird die siRNA mit Hilfe des RISC-Komplexes
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(,,RNA-induced silencing complex”) an die komplementa¨re Ziel-mRNA gebun-
den. Daraufhin wird die mRNA abgebaut und damit die Translation des von
der mRNA kodierten Proteins verhindert (rev. in [41]).
3.9.2 Vorgehen bei der Transfektion
Die Transfektion wurde nach dem Herstellerprotokoll von Lonza durchgefu¨hrt.
Pro Transfektion wurden 5× 106 CD4+-Zellen eingesetzt. Zuna¨chst wurden die
Zellen bei 200 g zehn Minuten zentrifugiert und das Zellpelett in 100µl Nucle-
ofector Solution (RT) aufgenommen. Im na¨chsten Schritt wurden jeweils 3µl
(Stock 20µM) siRNA zugegeben. Die gesamte Probe wurde in eine Elektropora-
tionsku¨vette u¨berfu¨hrt und in dem Nucleofectorgera¨t mit dem Programm U-14
elektroporiert. Im Anschluss wurden 500µl AIM-VR©-Medium (37◦C) zugefu¨gt.
Mit speziellen Plastikpipetten (Lonza) wurden die Zellen danach in ein Well ei-
ner 24-Wellplatte u¨berfu¨hrt, in das zuvor 1ml vorgewa¨rmtes AIM-VR©-Medium
vorgelegt wurde. Die Zellen wurden u¨ber Nacht bei 37◦C, 5% CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Am folgenden Tag wurden die Zellen zehn Minuten bei 100 g zentrifugiert,
geza¨hlt und in frischem AIM-VR©-Medium in einer Konzentration von 3 × 106
Zellen pro ml aufgenommen und fu¨r weitere drei Tage bei 37◦C, 5% CO2 und
95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
3.10 Stimulation der CD4+-Zellen und Kultivierung
unter kalziumlimitierenden Bedingungen
Zur Stimulation der T-Zellen wurden zuna¨chst Polystyrenmikropartikel (Beads)
der Firma Polysciences verwendet, die mit azidfreien anti-CD3 und anti-CD28
Antiko¨rpern beschichtet wurden.
Die Beschichtung der Polystyrenmikropartikel von Polysciences erfolgte nach
dem Protokoll des Herstellers. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durch-
gefu¨hrt. Im ersten Schritt wurde 100µl Beadsuspension mit 900µl Boratpuffer
resuspendiert und bei 800 g fu¨nf Minuten zentrifugiert. Die Beads wurden im
Anschluss noch zweimal mit je 1ml Boratpuffer gewaschen. Schließlich wur-
den die Beads in 450µl Boratpuffer aufgenommen und 12,5µl anti-CD3 und
37,5µl anti-CD28 Antiko¨rper zugefu¨gt. Danach folgte die Inkubation der Beads
u¨ber Nacht auf einem U¨berkopfschu¨ttler. Am darauf folgenden Tag wurden die
Beads zuerst bei 800 g zehn Minuten zentrifugiert, in 500µl Boratpuffer mit
10mg/ml BSA aufgenommen und 30 Minuten auf dem U¨berkopfschu¨ttler ro-
tiert. Die Beads wurden noch weitere zweimal mit BSA/Boratpuffer gewaschen
und schließlich in 500µl Lagerpuffer aufgenommen und bei 4◦C aufbewahrt. Vor
der Verwendung wurden die Beads geza¨hlt und zweimal in AIM-VR©-Medium
gewaschen.
Mit dem Beginn der experimentellen Arbeiten wurde vom Hersteller Po-
lysciences eine neue Charge der Beads angeboten, bei der die Oberfla¨che der
Beads gea¨ndert wurde, so dass die Antiko¨rperbeschichtung nicht mehr effizient
funktionierte. Aus diesem Grund wurden nach wenigen Experimenten Beads
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der Firma Invitrogen verwendet, die bereits mit Antiko¨rpern gegen CD3 und
CD28 beschichtet waren. Diese wurden vor der Verwendung nach Anleitung
des Herstellers gewaschen. Dafu¨r wurde das gewu¨nschte Beadvolumen in 1ml
PBS/0,5% BSA aufgenommen und resuspendiert. Dann wurde der Ansatz in
den Magneten gestellt, der U¨berstand verworfen und die Beads in 1ml AIM-
VR©-Medium gewaschen. Nach erneuter Inkubation der Beads in dem Magneten
wurde der U¨berstand entfernt und die Beads in 1ml AIM-VR©-Medium aufge-
nommen.
Um den Einfluss der [Ca2+]e auf die [Ca2+]i messen zu ko¨nnen, wurden die
CD4+-Zellen in AIM-VR©-Medium inkubiert, das durch den Zusatz des Kalzi-
umchelators EGTA in verschiedenen Konzentrationen die kalziumlimitierenden
Bedingungen im Medium herstellt. Untersucht wurden prima¨re nicht transfi-
zierte CD4+-Zellen und die TRPC3-, STIM1- und Kontroll-siRNA transfizier-
ten CD4+-Zellen. Zuna¨chst wurden 96-Wellplatten vorbereitet, in denen die
CD4+-Zellen kultiviert werden sollten. Dazu wurde AIM-VR©-Medium mit un-
terschiedlichen Konzentration von EGTA (0; 1,4; 1,6; 1,8; 2,0; 2,1; 2,2; 2,4; 2,6)
hergestellt und entsprechend 100µl pro Well vorgelegt. Die Wellplatten wur-
den 1 Stunde bei 37◦C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde die Zellzahl der jeweiligen CD4+-Zellen bestimmt und das
fu¨r eine Konzentration von 5 × 105 Zellen/ml beno¨tigte AIM-VR©-Medium zu-
gegeben. Anschließend wurden Beads im Verha¨ltnis 1 : 1 zu den CD4+-Zellen
zugegeben. Danach wurden die Zellen auf die vorinkubierten 96-Wellplatten
verteilt. Pro Well wurden 50 000 Zellen mit Beads in 100µl AIM-VR©-Medium
zugegeben. Auf diese Weise wurden EGTA-Endkonzentrationen von 0; 0,7; 0,8;
0,9; 1,0; 1,05; 1,1; 1,2; 1,3 und eine Endkonzentration der Zellen von 2, 5×105/ml
hergestellt. Als Kontrolle wurden CD4+-Zellen ohne Beads in AIM-VR©-Medium
ohne den Zusatz von EGTA unter den gleichen Bedingungen kultiviert. Alle Zel-
len wurden fu¨r zwei bzw. drei Tage bei 37◦C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert.
3.11 Messung der intrazellula¨ren Kalziumkonzentra-
tion in CD4+-Zellen
Die [Ca2+]i wurde zwei bzw. drei Tage nach Stimulationsbeginn mit Hilfe der
Kalzium-Imaging Methode mit dem Fluoreszenz-Indikatorfarbstoff Fura-2/AM
gemessen.
3.11.1 Allgemeines zu Fura-2/AM
Fura-2/AM ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der es ermo¨glicht, die freie intrazellula¨re
Kalziumkonzentration in lebenden Zellen zu messen. Die Eigenschaften und die
Einsatzmo¨glichkeit des Farbstoffs wurden 1985 von der Arbeitsgruppe von R.
Tsien publiziert [23]. Um die Aufnahme von Fura-2 in die Zelle zu ermo¨glichen,
verwendet man den Azetomethylester (AM). Die Estergruppe wird im Zytosol
abgespalten und verhindert so die schnelle Ru¨ckdiffusion in das Extrazellular-
medium [34].
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Die Bindung von Kalzium an Fura-2 beeinflusst dessen optische Eigenschaf-
ten insofern, als das Absorptionsmaximum von Fura-2 zu ku¨rzeren Anregungs-
wellenla¨ngen hin verschoben wird. Fura-2 hat ein Maximum der Emmisions-
intensita¨t der kalziumfreien Fura-2 Form bei 380 nm und eines der kalzium-
gesa¨ttigten Form bei 340 nm. Bei einer Anregungswellenla¨nge von 340 nm erho¨ht
sich bei zunehmender Kalziumkonzentration die Fluoreszenzintensita¨t, wa¨hrend
bei einer Anregungswellenla¨nge von 380 nm die Fluoreszenzintensita¨t mit zu-
nehmender Kalziumkonzentration abnimmt. Durch die Bildung des Verha¨ltnis-
ses aus der Emissionsintensita¨t bei 340 nm durch die Emissionsintensita¨t bei
380 nm werden Sto¨rgro¨ßen, wie ungleichma¨ßige Verteilung und Ausbleichen des
Farbstoffs, eliminiert [23].
3.11.2 Messung der steady-state Kalziumkonzentration in CD4+-
Zellen
Fu¨r die Experimente zur Bestimmung der steady-state Kalziumkonzentration in
CD4+-Zellen wurden fu¨r die Beladung der CD4+-Zellen mit Fura und wa¨hrend
des kompletten Experimentes jeweils die gleichen Medien benutzt, in denen die
Zellen auch inkubiert wurden, das heißt in AIM-VR©-Medium mit unterschied-
lichen Konzentrationen von EGTA. Die Experimente wurden bei 37◦C durch-
gefu¨hrt und alle verwendeten Medien auf 37◦C vorgewa¨rmt. Zu Beginn wurde
500µl AIM-VR©-Medium mit 1µl Fura-2/AM (gelo¨st in DMSO, Stock 1mM)
versetzt und fu¨r 20 Sekunden mit einem Vortexer gemischt. Danach wurden
1000µl Zellen an Tag 2 und 600µl Zellen an Tag 3 zentrifugiert und in der vor-
bereiteten Furalo¨sung resuspendiert. Die Zellen wurden 20 Minuten bei 37◦C
im Dunkeln inkubiert, einmal in AIM-VR©-Medium gewaschen und danach in
30µl AIM-VR©-Medium aufgenommen. 10µl der Zellen wurden auf einem mit
Polyornithin (0,1mg/ml) beschichteten Deckglas (Durchmesser 25mm, Sta¨rke
1, Kindler) fu¨r zehn Minuten bei 37◦C absitzen gelassen. Das Deckglas wurde,
wie unter Punkt 3.8 beschrieben, in die Messkammer eingebaut. Nicht fixier-
te Zellen wurden zuna¨chst mit AIM-VR©-Medium weggespu¨lt. Als Mikroskop
wurde ein Olympus IX 70 mit einem 20× Objektiv (UplanApo/340, N.A. =
0,75) in einer temperaturkontrollierten Inkubationskammer (Olympus) verwen-
det. Dann wurde die Messung gestartet. Alternierend wurde mit einer Wel-
lenla¨nge von 340 nm und 380 nm fu¨r jeweils zehnms belichtet (Polychrome V
Monochromator, TILL Photonics). Die kalziumabha¨ngige Emission bei 520 nm
wurde mit einer CCD Kamera (TILL Imago) aufgenommen. Fu¨r die Messung
des Ruhekalziums in CD4+-Zellen wurde u¨ber einen Zeitraum von zehn Minuten
gemessen.
Zur Bestimmung der Kalziumkonzentration in STIM1-siRNA transfizierten
Zellen nach Stimulation mit Thapsigargin wurden transfizierte CD4+-Zellen
zwei Tage nach Stimulation mit antiCD3/CD28 beschichteten Beads eingesetzt.
Als Kontrolle dienten die mit non-silencing-siRNA transfizierten CD4+-Zellen
(Abschnitt 3.9). Vor dem Start des Experiments wurden die Zellen mit einer
0,5mM Kalziumlo¨sung gespu¨lt. Nach 100 s wurde ein Lo¨sungswechsel mit ei-
ner kalziumfreien Ringerlo¨sung durchgefu¨hrt, der 1µM Thapsigargin zugegeben
wurde. Thapsigargin blockiert die Kalzium ATPasen im Sakro- und Endoplas-
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matischen Retikulum (SERCA) und fu¨hrt so zum schnellen Kalziumeinstrom
aus intrazellula¨ren Speichern [73]. Nach weiteren 600 s wurde die Kammer mit
einer 0,25mM Kalziumlo¨sung, der ebenfalls 1µM Thapsigargin zugesetzt war,
durchgespu¨lt. Der na¨chste Lo¨sungswechsel erfolgte nach weiteren 500 s mit 1µM
Thapsigargin in kalziumfreier Ringerlo¨sung. Die Messung dauerte insgesamt
1350 s. Die genaue Zusammensetzung der jeweiligen Kalziumlo¨sungen ist in Ab-
schnitt 3.2 aufgefu¨hrt.
Wa¨hrend der Messungen wurden jeweils alle 5 s ein Fluoreszenzbild und
ein Infrarot-Bild aufgenommen. Um die Hintergrundfluoreszenz bestimmen zu
ko¨nnen, wurde ein Bildausschnitt ohne Zellen fu¨r zehnms mit 340 und 380 nm
belichtet und jeweils ein Bild aufgenommen. Die Analyse der Daten erfolgte mit
der TILL Vision und Igor Pro Software.
Die mittlere steady-state Ratio 340/380 bzw. die mittlere steady-state [Ca2+]i
in Abha¨ngigkeit von der EGTA Konzentration in AIM-VR©-Medium bzw. der
[Ca2+]e erfolgte nach der Hill Gleichung:
[Ca2+]i = [Ca2+]imax + ([Ca2+]imin − [Ca2+]imax) · 1
1 + ( IC50[Ca2+]o )
r (3.1)
wobei [Ca2+]imax fu¨r die maximale [Ca2+]i steht, die in CD4+-Zellen gemes-
sen wurde, die in AIM-VR©-Medium ohne EGTA kultiviert wurden. [Ca2+]imin
steht fu¨r die minimale [Ca2+]i, die in CD4+-Zellen ermittelt wurde, die in AIM-
VR©-Medium mit hoher EGTA Konzentration (1,1mM bis 1,3mM EGTA in
AIM-VR©-Medium) bzw. geringer extrazellula¨rer Kalziumkonzentration kulti-
viert wurden. Der IC50-Wert ist die [Ca2+]i, bei der 50% der [Ca2+]imax ge-
messen wird. Der Hill-Koeffizient r ist ein Maß fu¨r die Steigung der Funktion.
Die statistische Analyse erfolgte mit dem U-Test.
3.12 Kalibration der intrazellula¨ren Kalziumkonzen-
tration in CD4+-Zellen
Die intrazellula¨re Kalziumkonzentration ([Ca2+]i) kann mit Hilfe der Gleichung
[Ca2+]i = Kd · β · (R−Rmin)/(Rmax −R)] (3.2)
[23] ermittelt werden. R steht fu¨r die Ratio 340/380. Kd ist die effektive Dis-
soziationskonstante von Fura-2/AM. Als Kd von Fura-2 wurde 266 nM einge-
setzt [82]. Rmin ist der minimalste Wert, den R unter kalziumfreien Messbe-
dingungen annehmen kann und Rmax steht fu¨r die maximale Ratio, die bei
einer intrazellula¨r maximalen Kalziumlo¨sung gemessen werden kann. β berech-
net sich aus der Fluoreszenz bei 380 nm in kalziumfreier Lo¨sung (Sf2) dividiert
durch die Fluoreszenz bei 380 nm unter gesa¨ttigten Kalziumbedingungen (Sb2)
[23]. Die vier Kalibrationskonstanten Kd, β, Rmin und Rmax sind abha¨ngig von
den optischen Eigenschaften der Lichtquelle, des dichroischen Spiegels und dem
Anregungs- und Emissionsfilter [35]. Diese Kalibrationskonstanten wurden ex-
perimentell bestimmt. Dazu wurden stimulierte und unstimulierte CD4+-Zellen
verwendet und die gemessenen Werte beider Zellarten im Anschluss gemittelt.
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Zur Stimulation der Zellen wurden DynabeadsR© verwendet. Dies erfolgte nach
oben beschriebener Anleitung (3.10). Die Zellen wurden zwei Tage nach Sti-
mulation, die unstimulierten CD4+-Zellen sechs Tage nach der Isolation mit-
tels Kalzium-Imaging (Abschnitt 3.11.2) gemessen. Zur Bestimmung von Rmin
und Sf2 wurden die Zellen vor dem Start des Experimentes mit einer kalzi-
umfreien Ringerlo¨sung (0mM Kalziumlo¨sung) gespu¨lt. 100 s nach dem Start
des Experiments wurde die Kammer mit einer kalziumfreien Ringerlo¨sung mit
1µM Thapsigargin und 5µM Ionomycin durchgespu¨lt. Ionomycin ist ein Kal-
ziumionophor, das sich in der Zytoplasmamembran und in Membranen von
Organellen einlagert und zum Einstrom von Kalzium in das Zytoplasma fu¨hrt
[69]. Nach 500 s wurde die Spu¨lung der Zellen mit kalziumfreier Ringerlo¨sung
mit 1µM Thapsigargin und 5µl Ionomycin wiederholt. Rmin und Sf2 wurde je-
weils aus den Mittelwerten der Ratio 340/380 bzw. der Fluoreszenz bei 380 nm
bestimmt, die zwischen 570 s und 700 s nach Beginn des Experiments gemes-
sen wurden. Rmax und Sb2 wurden in einem weiteren Experiment mit ”frischen”
CD4+-Zellen gemessen. Zu Beginn des Experiments wurden die Zellen mit einer
0,5mM Kalziumlo¨sung gespu¨lt. Nach 25 s wurde ein Lo¨sungswechsel mit einer
20mM Kalziumlo¨sung durchgefu¨hrt. Die jeweiligen Mittelwerte, die zwischen
475 s und 625 s nach Beginn des Experiments gemessen wurden, dienten der
Bestimmung von Rmax und Sb2. Die genaue Zusammensetzung der einzelnen
Kalziumlo¨sungen ist in Abschnitt 3.2 aufgefu¨hrt.
3.13 Bestimmung der freien Kalziumkonzentration
in AIM-VR©-Medium
Die Bestimmung der Kalziumkonzentration in AIM-VR©-Medium ([Ca2+]o)wurde
mit Mag-Fura-2 (gelo¨st in H20, 10mM Stock) durchgefu¨hrt. Die Fluoreszenz-
eigenschaften von Mag-Fura-2 stimmen im Wesentlichen mit denen von Fura-2
u¨berein. Das verwendete Mag-Fura-2 hat aber im Gegensatz zu Fura-2 einen
ho¨heren Kd-Wert. Der Kd von Mag-Fura liegt bei 25µM [34], der von Fura-2
bei 266 nM [82].
Fu¨r die Kalibration wurde eine 0mMKalziumlo¨sung (10mMHepes, 150mM
NaCl, pH 7,4, 5µM Mag-Fura-2) und eine 4mM Kalziumlo¨sung (4mM CaCl2,
10mM Hepes, 150mM NaCl, pH 7,4, 5µM Mag-Fura-2) hergestellt. Durch das
Mischen entsprechender Volumina von diesen Lo¨sungen wurden verschiedene
Kalziumlo¨sungen zwischen 0 und 4mM hergestellt, die zur Bestimmung einer
Eichkurve dienten. Die Messung der Fluoreszenzemission wurde, wie in Ab-
schnitt 3.11.2 beschrieben, durchgefu¨hrt. Um die minimale Ratio (Rmin) zu
bestimmen, die mit einer Lo¨sung ohne Kalzium gemessen werden kann, wurde
eine Lo¨sung mit 1mM EGTA (0Ca2+), 10mM Hepes, 150mM NaCl, pH 7,4
und 5µM Mag-Fura-2 verwendet. Dann wurde von jeder Kalziumlo¨sung (0 bis
4mM) die Ratio 340/380 bestimmt. Die Daten wurden nach der Gleichung
[Ca2+] = Kd · β · (R−Rmin)/(Rmax −R)] (3.3)
[23] gefittet, wobei [Ca2+] der Kalziumkonzentration der Eichlo¨sung und R
der Ratio 340/380 entspricht. Kd ist die effektive Dissoziationskonstante von
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Mag-Fura-2 und Rmax steht fu¨r die maximale Ratio, die bei einer gesa¨ttigten
Kalziumlo¨sung gemessen werden kann. β berechnet sich aus der Fluoreszenz
bei 380 nm in kalziumfreier Lo¨sung (Sf2) dividiert durch die Fluoreszenz bei
380 nm in kalziumgesa¨ttigter Lo¨sung (Sb2) [23]. Kd und Rmax wurden durch
den Fit berechnet. Als na¨chstes wurde die freie Kalziumkonzentration in AIM-
VR©-Medium mit den relevanten EGTA-Konzentrationen (0mM - 1,5mM EGTA
in 0,1mM Schritten, 1,05mM und 2,0mM) und jeweils 5µM Mag-Fura-2 be-
stimmt.
3.14 Immunfluoreszenz
Zur Quantifizierung der Effizienz der Herunterregulierung von STIM1 in STIM1-
siRNA transfizierten CD4+-Zellen wurde eine Immunfluoreszenz durchgefu¨hrt.
Es wurden sowohl stimulierte als auch unstimulierte CD4+-Zellen verwendet,
die mit STIM1-siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert wurden. Zu Beginn
wurden 4-5×105 CD4+-Zellen in 50µl AIM-VR©-Medium auf einem mit Polyor-
nithin (0,1mg/ml) beschichtetes Deckglas (Durchmesser 18mm, Sta¨rke 1, Kind-
ler) fu¨r 30 Minuten bei Raumtemperatur absitzen lassen. Dann wurden die Zel-
len zweimal mit 1×PBS gewaschen und fu¨r 20 Minuten in PBS/3% PFA fixiert.
Im Anschluss erfolgte eine Inkubation in PBS/0,1mM Glycin, um u¨berschu¨ssi-
ges PFA zu inaktivieren. Nach einem erneuten Waschschritt mit 1×PBS wurden
die Zellen mit PBS/0,1% Triton fu¨r 20 Minuten permeabilisiert. Anschließend
wurden die Zellen mit PBS/2% BSA/0,1% Triton fu¨r 20 Minuten blockiert.
Um in den stimulierten Zellen die CD3 und CD28 Antiko¨per auf den Beads
zu besetzen, wurden die Zellen anschließend mit anti-GAM-IgG Antiko¨rper
(1:10 in PBS/2% BSA/0,1% Triton) fu¨r 30 Minuten inkubiert. Nachdem die
Zellen dreimal mit PBS/0,1% Triton gewaschen worden waren, erfolgte die 60
minu¨tige Inkubation mit anti-STIM1 Antiko¨rper (1:20 in PBS/2% BSA/0,1%
Triton). Alle folgenden Schritte erfolgten im Dunkeln. Als na¨chstes wurden
die Zellen erneut dreimal mit PBS/0,1% Triton gewaschen und mit einem se-
kunda¨ren anti-Maus-IgG Antiko¨rper (1:200 in PBS/2% BSA/0,1% Triton), der
mit dem Fluorochrom Alexa FluorR© 488 gekoppelt ist, fu¨r 60 Minuten inkubiert.
Es folgten erneut drei Waschschritte mit PBS/0,1% Triton. Dann wurden die
Deckgla¨schen mit den Zellen kurz in H2Odest getaucht und anschließend auf
einem Deckglas (Durchmesser 25mm, Sta¨rke 1, Kindler) eingebettet. Als Ein-
bettmedium wurde ein ProLongR©Antifade Kit von Molecular ProbesTM ver-
wendet. Die Analyse erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus IX 70)
mit einem 20× Objektiv (UplanApo/340, N.A. = 0,75). Es wurde jeweils ein
Durchlichtbild mit zehnms Belichtungszeit und vom gleichen Bildausschnitt
ein Fluoreszenzbild mit einem fu¨r den verwendeten Alexa FluorR© 488 gekoppelt
anti-IgG Antiko¨rper geeigneten Filter (Tabelle 3.2) mit einer Belichtungszeit
von 2000ms und einer Anregungswellenla¨nge von 470 nm (Polychrom V Mo-
nochromator, Till Photonics) aufgenommen (CCD Kamera, TILL Imago). Die
Analyse der Daten erfolgte mit der TILL Vision Software. Die statistische Ana-
lyse erfolgte mit dem U-Test.
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Kapitel 4
Ergebnisse
4.1 Bestimmung der Reinheit der CD4+-Zellpopulation
In der vorliegenden Arbeit sollten Kalziumsignale in prima¨ren humanen CD4+-
Zellen untersucht werden, die aus Leukozytendepletionsfiltern isoliert wurden.
Dazu musste nach der Isolation der CD4+-Zellen zuna¨chst eine CD4-Fa¨rbung
mit fluoreszenzmarkierten Antiko¨rpern gegen CD4 durchgefu¨hrt werden, um
die Reinheit der Zellpopulation zu bestimmen. Abbildung 4.1 zeigt einen re-
pra¨sentativen Ausschnitt der aufgereinigten Zellpopulation in der Durchlicht-
und Fluoreszenzaufnahme. Durch den Vergleich der Anzahl der gefa¨rbten Zellen
in der Fluoreszenzaufnahme mit den Zellen, die nur in der Durchlichtaufnahme
sichtbar waren, wurde eine Reinheit der CD4+-Zellen von etwa 97% festgestellt
(n = 840− 1700 Zellen aus drei verschiedenen Spendern).
Durchlicht CD4-Fa¨rbung
Abbildung 4.1: Anti-CD4 Fa¨rbung der aus peripheren mononuklea¨ren Zellen isolierten
CD4+-Zellen. Gezeigt ist ein Bildausschnitt in der Durchlichtaufnahme und den glei-
chen Ausschnitt in der CD4-Fa¨rbung. Fu¨r die CD4-Fa¨rbung wurden R-PE gekoppelte
anti-CD4 Antiko¨rper verwendet. Die Gro¨ßenbalken repra¨sentieren 10µm.
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Abbildung 4.2: Kalibration der intrazellula¨ren Kalziumkonzentration in CD4+-Zellen.
Aufgetragen ist die Gleichung [Ca2+]i = Kd · β · (R − Rmin)/(Rmax − R)] mit Kd =
266 nM, β = 6, 77, Rmin = 0, 291 und Rmax = 4, 93 anhand der die Umrechnung der
Ratio 340/380 in die [Ca2+]i erfolgte.
4.2 Kalibration der [Ca2+]i in CD4+-Zellen und der
Kalziumkonzentration in AIM-VR©-Medium
Die intrazellula¨re Kalziumkonzentration ([Ca2+]i) in CD4+-Zellen wurde mit
Hilfe des Kalziumindikatorfarbstoffs Fura-2 mittels Fluoreszenzmikroskopie ge-
messen (Abschnitt 3.11.1). Die Umrechnung der Ratio 340/380 in die entspre-
chenden intrazellula¨ren Kalziumkonzentrationen erfolgte nach Gleichung 3.2
(Abschnitt 3.12). Rmin, Rmax und β wurde in stimulierten und unstimulierten
CD4+-Zellen bestimmt und die Werte jeweils gemittelt. Die Zellen wurden fokal
mittels anti-CD3/anti-CD28 gekoppelter Beads stimuliert. Der Wert von Rmin,
der in CD4+-Zellen in kalziumfreier Ringerlo¨sung gemessen wurde, war ho¨her
als die mittlere Ratio 340/380 in CD4+-Zellen, die in AIM-VR©-Medium mit
1,2mM bzw. 1,3mM des Kalziumchelators EGTA zwei bzw. drei Tage inkubiert
wurden (Abschnitt 4.3). Deshalb wurde die kleinste mittlere Ratio, die in allen
Experimenten gemessen wurde, als Rmin definiert. Diese wurde in stimulierten
CD4+-Zellen ohne Beadkontakt in AIM-VR©-Medium mit 1,3mM EGTA an Tag
3 gemessen. In der Abbildung 4.2 ist die Gleichung 3.2 mit den entsprechenden
Werten fu¨r Rmin, Rmax und β dargestellt.
Die Bestimmung der freien Kalziumkonzentration in AIM-VR©-Medium ([Ca2+]e)
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4.2. KALIBRATION DER [CA2+]I IN CD4+-ZELLEN UND DER
KALZIUMKONZENTRATION IN AIM-VR©-MEDIUM
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Abbildung 4.3: Eichkurve zur Kalibration der Kalziumkonzentration in AIM-VR©-
Medium mit Mag-Fura-2. Die Ratio 340/380 wurde in AIM-VR©-Medium mit bekannter,
steigender Kalziumkonzentration bestimmt und nach der Gleichung [Ca2+]i = Kd · β ·
(R−Rmin)/(Rmax−R)] mit β = 141, 6, und Rmin = 0, 225 gefittet.Kd = 24, 9·10−6M,
und Rmax = 4, 93 wurden durch den Fit bestimmt.
erfolgte anhand einer Kalibration mit Mag-Fura-2. Da die [Ca2+]i in CD4+-
Zellen unter kalziumlimitierenden Bedingungen untersucht werden sollte, die
durch den Zusatz von EGTA in das AIM-VR©-Medium erfolgte, wurde zuna¨chst
eine Eichkurve mit steigender Konzentration von Kalzium in AIM-VR©-Medium
ermittelt (Abb. 4.3). Zur Bestimmung der Eichkurve wurden die Ratio-Werte,
die in AIM-VR©-Medium mit einer Kalziumkonzentration von u¨ber 2mM gemes-
sen wurden, nicht in die Ermittlung des Fits mit einbezogen, da die Ratio-Werte,
die fu¨r diese Arbeit relevant sind, unterhalb von 2mM lagen und dementspre-
chend nur der Bereich zwischen 0mM und 2mM gefittet wurde. Mit Hilfe der
Eichkurve konnte dann im Anschluss die freie Kalziumkonzentration in AIM-
VR©-Medium mit den relevanten EGTA-Konzentrationen berechnet werden (Ta-
belle 4.1). Da die Proliferationsexperimente aus Abbildung 4.4 mit AIM-VR©-
Medium durchgefu¨hrt wurden, das mit einer anderen Charge FCS versetzt war
(Charge 2) als bei den Experimenten, die in dieser Arbeit durchgefu¨hrt wurden
(Charge 1), unterscheiden sich die Kalziumkonzentrationen der beiden Chargen
geringfu¨gig.
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Tabelle 4.1: Freie Kalziumkonzentration in AIM-VR©-Medium mit verschiedenen
EGTA-Konzentrationen.
EGTA [mM] [Ca2+]e [µM] [Ca2+]e [µM]
Charge 1 Charge 2
0,0 485 468
0,7 207 207
0,8 163 170
0,9 120 130
1,0 82 91
1,05 56 /
1,1 36 46
1,2 3 24
1,3 2 23,3
4.3 Analyse der steady-state [Ca2+]i in CD4+-Zellen
in Abha¨ngigkeit von der [Ca2+]e
Die extrazellula¨re Kalziumkonzentration ([Ca2+]e) spielt eine entscheidende
Rolle in der Proliferation von T-Zellen [22, 43]. Von unserer Arbeitsgruppe wur-
de die Proliferation von humanen, fokal stimulierten CD4+-Zellen in Abha¨ngig-
keit von der [Ca2+]e untersucht. Abbildung 4.4 zeigt die Reduktion der Proli-
feration von humanen CD4+-Zellen unter kalziumlimitierenden Bedingungen.
Die Zellen wurden zwei Tage mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads in
AIM-VR©-Medium mit den entsprechenden Konzentrationen von EGTA kulti-
viert. Die Proliferation wurde in relativen Fluoreszenzeinheiten gemessen, die
auf einer Umwandlung eines Fluoreszenzfarbstoffs infolge metabolischer Akti-
vita¨t der Zellen beruht [76]. Bis zu einer [Ca2+]e von 130µM wurde eine nahezu
maximale Proliferation der Zellen gemessen. Bei niedrigeren [Ca2+]e nahm die
Proliferation ab.
Um zu u¨berpru¨fen, wie die Proliferation der CD4+-Zellen mit der [Ca2+]i
korreliert, wurden Kalzium-Imaging Experimente bei 37◦C mit Fura-2 durch-
gefu¨hrt. Dabei wurden die CD4+-Zellen unter den gleichen Bedingungen wie
in den Proliferationsexperimenten behandelt und die steady-state [Ca2+]i zwei
bzw. drei Tage nach Stimulationsbeginn gemessen. Abbildung 4.5 zeigt die Re-
duktion der Ratio 340/380 als Maß fu¨r die [Ca2+]i unter kalziumlimitierenden
Bedingungen. Dargestellt ist die jeweilige mittlere Ratio von CD4+-Zellen, die
wa¨hrend des gesamten Experiments u¨ber zehn Minuten einen Beadkontakt hat-
ten, im Vergleich zu den Zellen, die zu keinem Zeitpunkt des Experimentes einen
Beadkontakt hatten. Fu¨r die Vorbereitung und Beladung der Zellen mit Fura-2
wurden die Zellen resuspendiert. Dadurch haben einige Zellen ihren Beadkon-
takt verloren. Bei einem Vergleich der Gro¨ße der Zellen, die stimuliert wurden,
aber nach der Vorbereitung und Beladung der Zellen mit Fura keinen Bead-
kontakt mehr hatten, mit Zellen, die noch einen Beadkontakt hatten, stellte
man fest, dass die Zellen u¨berwiegend gleich groß waren, und zwar gro¨ßer als
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Abbildung 4.4: Messung der Proliferation von CD4+-Zellen unter kalziumlimitieren-
den Bedingungen. CD4+-Zellen wurden mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads
stimuliert und nach zwei Tagen die Relative Fluoreszenz (RFU) gemessen. Die ex-
trazellula¨re Kalziumkonzentration wurde durch die Zugabe von EGTA in das AIM-
VR©-Medium verringert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von 6 verschiedenen
Spendern [76].
die unstimulierten Zellen. Dies la¨sst darauf schließen, dass nahezu alle Zellen,
die mit Beads stimuliert wurden, einen Beadkontakt hatten. Trotzdem lag in
Zellen mit Beadkontakt die mittlere Ratio 340/380 um 25% (Tag 2) bzw. 32%
(Tag 3) ho¨her im Vergleich zu Zellen ohne Beadkontakt. Wahrscheinlich wa-
ren die Zellen, die ihren Beadkontakt bei der Vorbereitung der Zellen fu¨r das
Experiment verloren haben, nicht mehr la¨nger voll stimuliert und hatten des-
halb ein niedrigeres intrazellula¨res Kalzium, das im Bereich der [Ca2+]i der
unstimulierten Zellen lag. Unstimulierte Zellen bedeutet, dass diese nicht mit
anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads inkubiert wurden.
Die Ratio bzw. [Ca2+]i ist abha¨ngig von der [Ca2+]e. Eine Reduktion der
[Ca2+]e wurde durch Zugabe von EGTA in AIM-VR©-Medium erreicht. Im Be-
reich zwischen 0mM EGTA und 1,0mM EGTA blieb die mittlere Ratio 340/380
imWesentlichen konstant. Bei einer Konzentration von gro¨ßer als 1,0mM EGTA
nahm die Ratio mit zunehmender EGTA Konzentration ab.
In Abbildung 4.6 sind die Ergebnisse aus Abbildung 4.5 mit den entspre-
chenden Werten von [Ca2+]i und [Ca2+]e dargestellt. In Zellen mit Beadkontakt
lag die [Ca2+]i an Tag 2 und 3 bei durchschnittlich 238 nM bei einer [Ca2+]e
zwischen 82µM und 485µM. 485µM entspricht AIM-VR©-Medium ohne Zu-
satz von EGTA. Bei Reduktion der [Ca2+]e nahm die [Ca2+]i bis auf 17 nM
ab. In Zellen ohne Beadkontakt war die [Ca2+]i bei 485µM im Bereich von
154 nM. In unstimulierten CD4+-Zellen wurde eine [Ca2+]i von durchschnitt-
lich 94 nM gemessen. In der Literatur wird das Ruhekalzium in unstimulierten
humanen CD4+-Zellen mit 61 nM angegeben [14]. Dieser Wert wurde allerdings
bei Raumtemperatur bestimmt und ist wahrscheinlich deshalb niedriger.
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Abbildung 4.5: Verlauf der Ratio 340/380 als Maß fu¨r die [Ca2+]i in CD4+-Zellen
unter kalziumlimitierenden Bedingungen. Die Zellen wurden mit anti-CD3/anti-CD28
gekoppelten Beads stimuliert und in AIM-VR©-Medium mit unterschiedlichen Konzen-
trationen von EGTA inkubiert. (A) Infrarot und Kalzium-Imaging-Aufnahmen von
stimulierten bzw. unstimulierten (us) CD4+-Zellen und entsprechend die mittlere Ra-
tio zwei bzw. drei Tage (B) nach Stimulationsbeginn. Die Gro¨ßenbalken entsprechen
5µm. Die Zahlen in den Balken entsprechen der mittleren Ratio. Die blaue Kurve stellt
die Zellen mit Beadkontakt (mit BK), die rote Kurve die Zellen ohne Beadkontakt (oh-
ne BK) dar. Die unstimulierten Zellen wurden ohne den Zusatz von EGTA inkubiert.
Aufgetragen sind die Mittelwerte ± SEM von 8 − 250 Zellen pro Punkt von drei ver-
schiedenen Spendern. Die Werte wurden jeweils nach der Hill Gleichung gefittet.
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Abbildung 4.6: Reduktion der [Ca2+]i in CD4+-Zellen unter kalziumlimitierenden Be-
dingungen. Die Zellen wurden mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads stimuliert
und in AIM-VR©-Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen von EGTA inkubiert.
(A) [Ca2+]i in stimulierten bzw. unstimulierten (us) CD4+-Zellen zwei bzw. drei Ta-
ge (B) nach Stimulationsbeginn. Die Zahlen in den Balken entsprechen der mittleren
[Ca2+]i. Die blaue Kurve stellt die Zellen mit Beadkontakt (mit BK), die rote Kurve die
Zellen ohne Beadkontakt (ohne BK) dar. Die unstimulierten Zellen wurden bei einer
[Ca2+]e von 0,48mM gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von 8 − 250
Zellen pro Punkt von drei verschiedenen Spendern. Die Werte wurden jeweils nach der
Hill Gleichung gefittet.
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Vergleicht man die Proliferation mit der [Ca2+]i in CD4+-Zellen, stellt man
im Bereich der [Ca2+]e zwischen 450µM und 50µM eine sta¨rkere Abnahme
der Proliferation im Vergleich zur [Ca2+]i fest. In diesem Bereich nahm die
Proliferation um nahezu 100% ab, die [Ca2+]i an Tag 2 lediglich um ca. 25%.
Mo¨glicherweise ist also nicht nur der Mittelwert der [Ca2+]i, der jeweils in einem
Experiment u¨ber die Dauer von zehn Minuten ermittelt wurde, entscheidend
fu¨r die Proliferation der Zellen.
4.4 Analyse der Kinetik der intrazellula¨ren Kalzi-
umkonzentration in CD4+-Zellen
Da die sta¨rkere Abnahme der Proliferation nicht nur durch die Betrachtung der
mittleren [Ca2+]i zu erkla¨ren ist und in der Literatur Hinweise zu finden sind,
dass die Aktivierung von T-Zellen von transienten [Ca2+]i-Erho¨hungen abha¨ngt
[59], wurde eine genauere Analyse der Kinetik der [Ca2+]i durchgefu¨hrt. Ab-
bildung 4.7 zeigt den Verlauf der [Ca2+]i u¨ber den Zeitraum eines Experimen-
tes (600 s) in einzelnen Zellen, an Tag 2 nach Stimulationsbeginn bei den ver-
schiedenen EGTA Konzentrationen gemessen, und entsprechend repra¨sentati-
ve Infrarot- und Fluoreszenzbilder. Dargestellt sind ausschließlich Zellen, die
wa¨hrend des gesamten Experimentes einen Beadkontakt hatten.
Wa¨hrend ein Teil der Zellen u¨ber das gesamte Experiment eine konstante
[Ca2+]i aufwiesen (graue Kurve), zeigte ein Teil der Zellen transiente Anstiege
in ihrer [Ca2+]i (schwarze Kurve). Diese transienten Erho¨hungen in der [Ca2+]i
reichten von einzelnen Anstiegen bis hin zu Oszillationen in der Kalziumkon-
zentration. Durch die Reduktion der [Ca2+]e nahm sowohl die [Ca2+]i in Zellen
mit konstanter [Ca2+]i als auch die Ha¨ufigkeit und Amplitude der transienten
Erho¨hungen in der [Ca2+]i ab.
In Abbildung 4.8 ist die Ha¨ufigkeit, mit der die einzelnen Ratiowerte im Ver-
lauf eines Experimentes in den Zellen gemessen wurden, als Histogramm darge-
stellt. Aufgetragen ist die Ha¨ufigkeit der verschiedenen Ratiowerte zwischen 0
und 2,5 als relative Frequenz bei den unterschiedlichen EGTA-Konzentrationen.
Ausgewertet wurden nur Zellen, die u¨ber das komplette Experiment einen
Beadkontakt aufwiesen, da der Fokus nur auf effizient stimulierte Zellen gelegt
werden sollte. Dargestellt sind die Ratiowerte, die an Tag 2 nach Beginn der
Stimulation gemessen wurden. Fu¨r jede EGTA Konzentration wurde jeweils ein
Histogramm angefertigt. Die Histogramme konnten mit drei Gauß-Funktionen
gefittet werden.
F340/380 = Ax−x0/w (4.1)
F steht fu¨r die Frequenz der Ratio 340/380, A entspricht der Amplitude der
Gauß-Kurve, x0 der Ratio 340/380, bei der die gro¨ßte Amplitude vorliegt, und
w ist die Halbwertsbreite der Gauß-Kurve. Die drei Gauß-Funktionen sind den
Histogrammen u¨berlagert (blaue, gru¨ne und rote Kurve). Die schwarze Kurve
steht fu¨r die Summe der einzelnen Gauß-Kurven. Die blaue Kurve (1. Gauß-Fit)
repra¨sentiert die basale [Ca2+]i. Sie schließt im Vergleich zu den beiden anderen
Gauß-Kurven die gro¨ßte Fla¨che ein, das heißt, die Zellen hatten wa¨hrend der
Messung am ha¨ufigsten diese [Ca2+]i. Mit steigender EGTA-Konzentration im
AIM-VR©-Medium (Abnahme der [Ca2+]e) verschiebt sich die blaue Kurve in
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Abbildung 4.7: Kinetik der [Ca2+]i in CD4+-Zellen in Abha¨ngigkeit von der [Ca2+]e.
Eine Reduktion der [Ca2+]e wurde durch unterschiedliche Konzentrationen von EGTA
in AIM-VR©-Medium erreicht (Angabe der EGTA Konzentration in mM). CD4+-Zellen
wurden mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads stimuliert. Infrarot und Kalzium-
Imaging Aufnahmen von beadstimulierten CD4+-Zellen und entsprechend die Kinetik
der Ratio 340/380 von zwei verschiedenen repra¨sentativen Zellen u¨ber den Zeitraum
des Experimentes, zwei Tage nach Stimulationsbeginn. Die Gro¨ßenbalken entsprechen
5µm. Dargestellt sind Zellen, die wa¨hrend des gesamten Experimentes einen Beadkon-
takt hatten.
Richtung niedrigerer Ratiowerte, was durch den geringeren Kalziumeinstrom
bei geringerer extrazellula¨rer Kalziumkonzentration zu erkla¨ren ist.
Die gru¨ne und rote Kurve (2. und 3. Gauß-Fit) stehen fu¨r die transienten
Anstiege in der [Ca2+]i (vgl. Abb. 4.7). Die Amplitude der gru¨nen und roten
Gauß-Kurve nimmt mit Reduktion der [Ca2+]e ab und die Kurven verschieben
sich ebenfalls in Richtung geringerer [Ca2+]i. Das bedeutet, die Amplitude und
Ha¨ufigkeit der transienten Anstiege und Oszillationen in der [Ca2+]i nehmen
bei einer Reduktion der [Ca2+]e ab.
In Abbildung 4.9 ist die mittlere Amplitude der jeweiligen Gauß-Kurve in
Abha¨ngigkeit von der extrazellula¨ren EGTA Konzentration bzw. der [Ca2+]e
zwei (A) und drei (B) Tage nach Stimulationsbeginn dargestellt. Mit steigender
EGTA Konzentration im Medium (Abnahme der [Ca2+]e) nahm die Ha¨ufigkeit
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der hohen Ratiowerte am sta¨rksten ab (rote Kurve). Hohe Ratio- bzw. [Ca2+]i-
Werte stehen fu¨r die transiente Erho¨hungen in der [Ca2+]i, was auf transiente
Kalziumeinstro¨me zuru¨ckzufu¨hren ist. Bei einer [Ca2+]e von 36µM (1,1mM
EGTA) wurden transiente Kalziumeinstro¨me von durchschnittlich 209 nM (ent-
spricht einer Ratio von 0,77) gemessen. Ab einer [Ca2+]e an Tag 2 von kleiner
als 36µM fand kein transienter Kalziumeinstrom mehr statt. Tag 2 und Tag
3 unterscheiden sich nicht im Wesentlichen, außer dass an Tag 3 bis zu einer
EGTA Konzentration von 1,2mM noch ein transienter Kalziumeinstrom gemes-
sen werden konnte. Die basale [Ca2+]i (blaue Kurve) bzw. die mittlere [Ca2+]i
des 2. Gauß-Fit (gru¨ne Kurve), die fu¨r transiente Kalziumeinstro¨me geringerer
Amplitude steht, nahmen ab einer EGTA Konzentration von 1,1mM EGTA
nur um 20-30% ab.
Da die [Ca2+]i in den einzelnen Zellen keine konstante Gro¨ße darstellt, son-
dern bereits wa¨hrend einer Messung von zehn Minuten einzelne transiente An-
stiege bis hin zu Oszillationen in der [Ca2+]i gemessen werden konnten, scheint
auch die Ha¨ufigkeit und Amplitude der Transienten fu¨r die Proliferation der
Zellen eine Rolle zu spielen. Die Ha¨ufigkeit und Amplitude der Transienten ver-
ringerte sich bei Abnahme der [Ca2+]e. Transienten mit mittlerer [Ca2+]i von
209 nM (3. Gauß-Fit) wurden nur bis zu einer [Ca2+]e von gro¨ßer als 36µM
erreicht. Das bedeutet, dass Transienten mit hoher [Ca2+]i (3. Gauß-Fit) wahr-
scheinlich fu¨r die Proliferation der CD4+-Zellen notwendig sind. Bleiben diese
Transienten aus, sinkt die Proliferationsrate der Zellen. Dies erkla¨rt wahrschein-
lich die wesentlich sta¨rkere Abnahme der Proliferation im Bereich der [Ca2+]e
zwischen 450µM und 50µM im Vergleich zur Abnahme der mittleren [Ca2+]i.
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Abbildung 4.8: Statistische Analyse der Ha¨ufigkeit der unterschiedlichen Ratiower-
te in beadstimulierten CD4+-Zellen in Abha¨ngigkeit von der extrazellula¨ren EGTA
Konzentration ([Ca2+]e). Ausgewertet wurden nur Zellen mit Beadkontakt u¨ber die
gesamte Messung von zehn Minuten, zwei Tage nach Stimulationsbeginn (n=19-157
pro EGTA Konzentration). Die graue Kurve stellt die Rohdaten der Ratio 340/380
als Histogramm dar. Diese wurden mit drei verschiedenen Gauß-Gleichungen gefittet
(blaue, gru¨ne und rote Kurve). Die schwarze Kurve repra¨sentiert die Summe der drei
Gauß-Kurven. 37
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Abbildung 4.9: Die mittlere Ratio der drei verschiedenen Gauß-Funktionen aus Ab-
bildung 4.8 in Abha¨ngigkeit von der extrazellula¨ren EGTA Konzentration an Tag 2
(A) und Tag 3 (B) nach Stimulationsbeginn. Die Werte wurden jeweils nach der Hill
Gleichung gefittet.
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4.5. EINFLUSS VON TRPC3 UND STIM1 AUF DIE [CA2+]I IN
CD4+-ZELLEN
4.5 Einfluss von TRPC3 und STIM1 auf die [Ca2+]i
in CD4+-Zellen
In der Literatur wird die Rolle von TRPC3 auf den speichergesteuerten Kalzi-
umeinstrom kontrovers diskutiert [77]. Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe zeig-
ten, dass in prima¨ren fokal stimulierten CD4+-Zellen, die Expression von TRPC3
hochreguliert wird und dass in prima¨ren CD4+-Zellen die Proliferation in TRPC3-
siRNA transfizierten Zellen reduziert ist. Dies deutet auf eine wichtige Funktion
des TRPC3 im Rahmen der Aktivierung der T-Zellen hin.
4.5.1 Nachweis der Effizienz der Methode in prima¨ren CD4+-
Zellen mittels STIM1-siRNA
Um die Rolle von TRPC3 auf die Kalziumhomo¨ostase zu untersuchen, wurde im
zweiten Teil der Arbeit die [Ca2+]i in CD4+-Zellen mittels siRNA-Technologie
analysiert. Dazu wurde zuna¨chst die Effizienz der Herunterregulierung u¨ber-
pru¨ft. Im Vorfeld hatte Anne Sappok (AG Hoth) bereits nachgewiesen, dass
die auch in dieser Arbeit verwendete siRNA in TRPC3 u¨berexprimierenden
HEK293-Zellen die TRPC3 mRNA herunterreguliert. Demzufolge bestand eine
Aufgabe darin, die Effizienz der siRNA auch in prima¨ren CD4+-Zellen funktio-
nell nachzuweisen. STIM1-siRNA wurde dafu¨r als Positivkontrolle verwendet,
da der Einfluss von STIM1 auf den ORAI vermittelten Kalziumeinstrom in
T-Zellen vielfach nachgewiesen wurde [45, 60].
Die Herunterregulation von STIM1 mittels siRNA wurde von unserer Ar-
beitsgruppe auf mRNA Ebene mittels quantitativer RT-PCR nachgewiesen.
Abbildung 4.10 zeigt, dass die mRNA an Tag 1 nach Stimulationsbeginn um
ca. 50% herunterreguliert ist. Bereits an Tag 2 nach Stimulationsbeginn ist die
Expression der STIM1 mRNA in STIM1- und Kontroll-siRNA gleich.
Um den zeitlichen Verlauf der STIM Expression auch auf Proteinebene
nachzuweisen, wurde eine Immunfluoreszenz mit Antiko¨rpern gegen STIM1
durchgefu¨hrt (Abb. 4.11). Es wurden stimulierte und unstimulierte transfizier-
te CD4+-Zellen untersucht. Im Verlauf der Antiko¨rperfa¨rbung wurden zuna¨chst
Antiko¨rper eingesetzt, um die Bindungsstellen der CD3 und CD28 Antiko¨rper
auf den Beads zu besetzen, damit die sekunda¨ren anti-Maus-IgG Antiko¨rper
nicht an diese binden, sondern nur an die anti-STIM1 Antiko¨rper. Trotz des
Einsatzes der Antiko¨rper fluoreszierten die Beads sehr stark, so dass nur die
Zellen ohne Beadkontakt ausgewertet werden konnten.
Mit zunehmender Stimulationsdauer nahm die Expression sowohl in STIM1-
siRNA transfizierten Zellen als auch in Kontrollzellen zu. An Tag 1 und 2 nach
Stimulationsbeginn war die Expression in STIM1-siRNA transfizierten Zellen
bis zu 30% reduziert im Vergleich zur Kontrolle. An Tag 3 wurde in STIM1-
siRNA transfizierten Zellen ein ho¨herer STIM1 m-RNA-Gehalt gemessen als in
der Kontrolle. In unstimulierten Zellen blieb die Expression in Kontrollzellen im
Verlauf der Inkubation der Zellen relativ gleich und war insgesamt niedriger als
in stimulierten Zellen. Die STIM1 vermittelte Fluoreszenz war in unstimulierten
STIM1-siRNA transfizierten Zellen um bis zu 50% reduziert (Tag 1). Damit
konnten die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR auf Proteinebene besta¨tigt
werden.
39
ERGEBNISSE
R
el
.E
xp
re
ss
io
n
ST
IM
1
[%
K
on
tr
ol
le
]
Tage nach Stimulationsbeginn
STIM1/RNAPol
STIM1/TBP
Kontrolle
Abbildung 4.10: Reduktion der Expression von STIM1 in STIM1-siRNA transfizier-
ten Zellen. Die Zellen wurden vier Tage nach der Transfektion mit anti-CD3/anti-CD28
gekoppelten Beads stimuliert (Tag 0). Die STIM1 Expression ist in Relation zur Expres-
sion der house-keeping Gene Tata box-binding protein (TBP) und RNA Polymerase
II (RNAPol) angegeben. Als Kontrolle diente die relative Expression von STIM1/TBP
und STIM1/RNAPol in Kontroll-siRNA transfizierten CD4+-Zellen. Die relative Ex-
pression in Kontrollzellen wurde jeweils auf 100% gesetzt [58].
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Abbildung 4.11: Nachweis der Reduktion der STIM1 Expression mittels Immunfluo-
reszenz. Die Zellen wurden vier Tage nach der Transfektion mit STIM1- bzw. Kontroll-
siRNA mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads stimuliert, fixiert und mit einem
anti-STIM1 Antiko¨rper gefa¨rbt. Die relative Fluoreszenz in stimulierten Kontrollzellen
wurde jeweils auf 100% gesetzt. Die relative Fluoreszenz ist dargestellt als Mittelwert
± SEM aus zwei verschiedenen Spendern (n=134-594 pro Bedingung).
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Da STIM1 den CRAC vermittelten Kalziumeinstrom in CD4+-Zellen akti-
viert, wurde im na¨chsten Schritt der Kalziumeinstrom nach Speicherentleerung
in STIM1-siRNA transfizierten Zellen gemessen. Zur Speicherentleerung wurde
Thapsigargin verwendet, das die Kalzium ATPasen im ER inhibiert und da-
durch zur transienten Kalziumfreisetzung fu¨hrt. Der Thapsigargin vermittelte
Kalziumeinstrom wurde ebenfalls an Tag 1, 2 und 3 nach Stimulationsbeginn
gemessen (Abb. 4.12). Die Zellen, die wa¨hrend des gesamten Experimentes einen
Beadkontakt bildeten (Abb. 4.12 a), hatten schon beim Start des Experimentes
eine um ca. 38% ho¨here [Ca2+]i im Vergleich zu Zellen ohne Beadkontakt (Abb.
4.12 b). Dies ist auf die volle Stimulation der Zellen mit Beadkontakt zuru¨ck-
zufu¨hren. Nach der Speicherentleerung erfolgte ein Lo¨sungswechsel der Zellen
mit einer 0,25mM Kalziumlo¨sung. Im Vergleich zu den Standardprotokollen
zur Speicherentleerung, bei denen u¨blicherweise Kalziumlo¨sungen ho¨herer Kon-
zentrationen von 1mM bis 2mM verwendet werden, wurde hier eine geringere
Kalziumkonzentration von 0,25mM gewa¨hlt, da bei geringeren Kalziumkonzen-
trationen die Wahrscheinlichkeit gro¨ßer ist, einen etwaigen Effekt der Herunter-
regulation von STIM1 und damit verbunden eine Reduktion des CRAC/ORAI
vermittelten Kalziumeinstroms messen zu ko¨nnen. Der nach diesem Lo¨sungs-
wechsel resultierende speichergesteuerte Kalziumeinstrom war in STIM1-siRNA
transfizierten Zellen an Tag 1 und 2 nach Stimulationsbeginn deutlich geringer
im Vergleich zur Kontrolle. An Tag 3 wurde in STIM1-siRNA transfizierten
Zellen ein gro¨ßerer Kalziumeinstrom gemessen als in den CD4+-Zellen, die mit
Kontroll-siRNA transfiziert wurden. Insofern sind die Ergebnisse des speicher-
gesteuerten Kalziumeinstroms konsistent mit dem Verlauf des STIM1-mRNA-
und Proteingehalts der Zellen.
In Abbildung 4.13 sind die jeweiligen Werte von Steigung und Plateau des
speichergesteuerten Kalziumeinstroms aus Abbildung 4.12 aufgefu¨hrt. Sowohl
die Steigung als auch das Plateau des Kalziumeinstroms nahmen mit zuneh-
mender Stimulationsdauer zu. In den Zellen mit Beadkontakt war die Steigung
in STIM1-siRNA transfizierten Zellen an Tag 2 um bis zu 75%, das Plateau um
bis zu 70% reduziert. An Tag 3 wurde in STIM si-RNA transfizierten Zellen
ohne Beadkontakt eine signifikant ho¨here Steigung des Kalziumeinstroms im
Vergleich zur Kontrolle gemessen.
Damit konnte die Effizienz der siRNA-Technologie mittels STIM1-siRNA in
humanen CD4+-Zellen sowohl auf mRNA, auf Proteinebene als auch funktionell
nachgewiesen werden.
4.5.2 Analyse der Rolle von STIM1 auf die steady-state Kalzi-
umkonzentration in CD4+-Zellen
Es ist ohne Zweifel so, dass STIM1 in CD4+-Zellen den CRAC/ORAI-Kanal
nach der Entleerung des ER aktiviert. Allerdings ist der Einfluss von STIM1
auf das steady-state Kalzium in prima¨ren stimulierten CD4+-Zellen noch nicht
klar. Daher wurde im na¨chsten Schritt untersucht, ob sich die steady-state
Kalziumkonzentration in STIM1-siRNA transfizierten CD4+-Zellen gegenu¨ber
den Zellen, die mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden, vera¨ndert. Die Expe-
rimente wurden ebenfalls unter kalziumlimitierenden Bedingungen bei 37◦C
durchgefu¨hrt.
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Abbildung 4.12: Reduktion des CRAC vermittelten Kalziumeinstroms in STIM1-
siRNA transfizierten Zellen. CD4+-Zellen wurden mit siRNA transfiziert und mit anti-
CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads stimuliert. Zur Kontrolle wurde Kontroll-siRNA
eingesetzt. Die Zellen wurden vor dem Experiment mit einer 0,5mM Kalziumlo¨sung
gespu¨lt. Nach 100 s erfolgte der Lo¨sungswechsel mit Thapsigargin in kalziumfreier Rin-
gerlo¨sung. Der Speicherentleerung mit Thapsigargin folgte der transiente Kalziumein-
strom. Aus dem Lo¨sungswechsel der Zellen mit einer 0,25mMKalziumlo¨sung resultierte
der CRAC vermittelte Kalziumeinstrom. Dargestellt ist die mittlere [Ca2+]i von 18-183
Zellen von zwei verschiedenen Spendern.
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Abbildung 4.13: Steigung und Plateau des CRAC/ORAI vermittelten Kalziumein-
stroms in STIM1-siRNA transfizierten Zellen. CD4+-Zellen wurden mit siRNA transfi-
ziert und mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads stimuliert. Als Kontrolle wurden
CD4+-Zellen mit Kontroll-siRNA transfiziert. Der Kalziumeinstrom wurde infolge ei-
ner Speicherentleerung mit Thapsigargin in kalziumfreier Lo¨sung und anschließendem
Lo¨sungswechsel mit einer 0,25mM Kalziumlo¨sung gemessen. Dargestellt sind die Mit-
telwerte ± SEM der Steigung und des Plateaus des Kalziumeinstroms von 18-183 Zellen
pro Punkt aus zwei verschiedenen Spendern.
Die U¨berlegung, dass eine Supprimierung des speicherabha¨ngigen Kalzium-
einstroms in CD4+-Zellen unter kalziumlimitierenden Bedingungen besser de-
dektierbar ist, stammt aus der Dissertation von Kerstin Wagner (AG Hoth). Sie
untersuchte die Proliferation in zwei mutanten Zelllinien CJ1 und CJ5, in denen
eine Reduktion des CRAC-Stroms nachgewiesen wurde [16]. Sie zeigte, dass ein
Unterschied der Proliferation der CRAC-Mutanten nur unter kalziumlimitie-
renden Bedingungen messbar ist. Daru¨ber hinaus wurde auch ein Unterschied
der [Ca2+]i in der Mutante CJ1 gegenu¨ber der Kontrolle nur unter kalziumli-
mitierenden Bedingungen festgestellt.
Die [Ca2+]i in den transfizierten Zellen wurde an Tag 1, Tag 2 und Tag
3 nach Stimulationsbeginn gemessen (Abb. 4.14). Dargestellt ist jeweils die
mittlere [Ca2+]i der Zellen, die mit STIM1-siRNA transfiziert wurden, im Ver-
gleich zu den mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen. An Tag 1 nach Stimula-
tionsbeginn war die [Ca2+]i in STIM1-siRNA transfizierten stimulierten Zellen
ab einer [Ca2+]e von 56µM signifikant reduziert im Vergleich zur Kontrolle
(p < 0, 001). An Tag 2 war die [Ca2+]i in STIM1-siRNA transfizierten Zellen
und Kontrollzellen bei einer [Ca2+]e von 485µM gleich. Erst unter kalziumli-
mitierenden Bedingungen, unterhalb einer [Ca2+]e von 82µM, wurde in STIM1
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Abbildung 4.14: Analyse der [Ca2+]i in STIM1-siRNA transfizierten Zellen an Tag 1
(A), Tag 2 (B) und Tag 3 (C) nach Stimulationsbeginn. Die Zellen wurden mit siRNA
gegen STIM1 (rot) bzw. mit Kontroll-siRNA (schwarz) transfiziert, mit anti-CD3/anti-
CD28 gekoppelten Beads stimuliert und in AIM-VR©-Medium mit unterschiedlichen
Konzentrationen von EGTA inkubiert. Dargestellt sind nur die Zellen, die wa¨hrend des
Experimentes u¨ber zehn Minuten einen Beadkontakt hatten. Im Vergleich die [Ca2+]i
von unstimulierten (us) Zellen, gemessen bei einer [Ca2+]e von 0,48mM. Die Zahlen in
den Balken entsprechen der mittleren [Ca2+]i in nM. Dargestellt sind die Mittelwerte
± SEM von 7− 358 Zellen pro Punkt von 2 Spendern. Die [Ca2+]i wurde nach der Hill
Gleichung gefittet. 44
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transfizierten Zellen eine um bis zu 47% reduzierte [Ca2+]i ermittelt. An Tag 3
nach Stimulationsbeginn konnte eine geringe Erho¨hung der [Ca2+]i in STIM1-
siRNA transfizierten Zellen gemessen werden. Allerdings war der Unterschied
nur bei einer [Ca2+]e von 36µM signifikant (p < 0, 05).
Die [Ca2+]i der unstimulierten Zellen wurde bei einer [Ca2+]e von 485µM
gemessen, das bedeutet in AIM-VR©-Medium ohne den Zusatz des Kalziumche-
lators EGTA. Die unstimulierten STIM1-siRNA transfizierten Zellen hatten an
Tag 1 und 2 eine geringere [Ca2+]i im Vergleich zur Kontrolle. An Tag 3 wurde
in STIM1-siRNA transfizierten Zellen eine ho¨here [Ca2+]i als in der Kontrolle
gemessen. Allerdings war die [Ca2+]i in Kontroll-siRNA transfizierten Zellen an
Tag 1, 2 und 3, nicht wie erwartet, konstant geblieben.
Damit konnte gezeigt werden, dass STIM1 auch einen Einfluss auf die steady-
state [Ca2+]i in CD4+-Zellen hat. Die funktionellen Daten an den verschiedenen
Tagen nach Stimulationsbeginn spiegeln den Verlauf der Expression von STIM1
wider. Den gro¨ßten Effekt auf die steady-state [Ca2+]i wurde an Tag 1 gemes-
sen, an dem auch die Reduktion der Expression von STIM1 im Vergleich zur
Kontrolle am sta¨rksten war (Abb. 4.11). An Tag 3 nach Stimulationsbeginn,
an dem die STIM1 Expression in STIM1-siRNA transfizierten Zellen die der
Kontrolle u¨berschritten hatte, konnte sowohl ein ho¨herer Thapsigargin vermit-
telter Kalziumeinstrom (Abb. 4.12) als auch eine ho¨here steady-state [Ca2+]i
in STIM1-siRNA transfizierten Zellen festgestellt werden.
4.5.3 Analyse der Rolle von TRPC3 auf die steady-state Kal-
ziumkonzentration in CD4+-Zellen
Nachdem anhand von STIM1 gezeigt werden konnte, dass mit Hilfe von siRNA
auch in prima¨ren Zellen eine Herunterregulation der Expression eines entspre-
chenden Gens mo¨glich ist, wurde der Einfluss von TRPC3 auf die steady-state
Kalziumkonzentration in CD4+-Zellen mittels RNAi untersucht.
Zur Analyse der [Ca2+]i in TRPC3-siRNA transfizierten Zellen wurden die
Zellen ebenfalls mit anti-CD3 und anti-CD28 Antiko¨rpern beschichteten Beads
vier Tage nach Transfektion stimuliert. Als Kontrolle wurden erneut CD4+-
Zellen mit Kontroll-siRNA transfiziert. Der Tag 4 nach Transfektion wurde
deshalb als Startpunkt fu¨r die Stimulation ausgewa¨hlt, da Anna Wenning im
Vorfeld gezeigt hat, dass in CD4+-Zellen, die erst vier Tage nach Transfektion
mit siRNA gegen TRPC3 stimuliert wurden, an Tag 3 und 4 nach Stimulation
die sta¨rkste Reduktion der Proliferation zu messen ist. Da der Proliferation
der T-Zellen ein Anstieg der IL-2 Sekretion vorausgeht und die IL-2 Sekretion
u¨ber eine kalziumabha¨ngige Signalkaskade gesteuert wird, war ein Effekt der
Herunterregulierung von TRPC3 auf das steady-state Kalzium bereits vor der
Proliferation der Zellen zu erwarten. Insofern wurde die [Ca2+]i in transfizierten
CD4+-Zellen neben Tag 3 auch an Tag 2 nach Stimulationsbeginn gemessen.
Außerdem wurde zuvor der Einfluss von STIM1 auf den speichergesteuerten
Kalziumeinstrom und die steady-state [Ca2+]i an diesen Tagen gezeigt. Der
zeitliche Ablauf der TRPC3 Experimente ist in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
Abbildung 4.15 zeigt den Effekt der Herunterregulation der TRPC3-siRNA
in CD4+-Zellen zwei und drei Tage nach Stimulationsbeginn. An Tag 2 war die
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Tabelle 4.2: Zeitlicher Ablauf der TRPC3 Experimente.
Tag -4 Tag 0 Tag 2 und Tag 3
Transfektion Stimulation Messung der [Ca2+]i
[Ca2+]e [mM]
[C
a
2+
] i
[n
M
]
Kontroll-siRNA
TRPC3-siRNA
us
0,48mM
A
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Abbildung 4.15: Einfluss der [Ca2+]i in TRPC3-siRNA transfizierten Zellen zwei
(A) und drei (B) Tage nach Stimulationsbeginn. Die Zellen wurden mit siRNA ge-
gen TRPC3 (rot) bzw. mit Kontroll-siRNA (schwarz) transfiziert, mit anti-CD3/anti-
CD28 gekoppelten Beads stimuliert und in AIM-VR©-Medium mit unterschiedlichen
Konzentrationen von EGTA inkubiert. Dargestellt sind nur die Zellen, die wa¨hrend des
Experimentes u¨ber zehn Minuten einen Beadkontakt hatten. Im Vergleich die [Ca2+]i
von unstimulierten (us) Zellen, gemessen bei einer [Ca2+]e von 0,48mM. Die Zahlen in
den Balken entsprechen der mittleren [Ca2+]i in nM. Dargestellt sind die Mittelwerte
± SEM von 11− 247 Zellen pro Punkt von zwei verschiedenen Spendern. Die [Ca2+]i
wurden jeweils nach der Hill Gleichung gefittet.
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[Ca2+]i bei einer [Ca2+]e von 485 nM in TRPC3-siRNA transfizierten und Kon-
trollzellen relativ gleich. Vergleichbar mit den Ergebnissen von STIM1 (Abb.
4.14 B) konnte unter kalziumlimitierenden Bedingungen, bei einer extrazel-
lula¨ren Kalziumkonzentration zwischen 36 nM und 56 nM, eine kleine aber signi-
fikante Reduktion der [Ca2+]i in TRPC3-siRNA transfizierten Zellen gemessen
werden (p < 0, 05). An Tag 3 nach Stimulationsbeginn wurde wie in STIM1-
siRNA transfizierten Zellen eine ho¨here steady-state [Ca2+]i auch in TRPC3-
siRNA transfizierten Zellen gemessen. In unstimulierten CD4+-Zellen konnte
an Tag 2 und 3 eine um bis zu 23% reduzierte [Ca2+]i in TRPC3-siRNA trans-
fizierten Zellen nachgewiesen werden.
In U¨bereinstimmung mit der Arbeit von Brechard et. al. [6], die zeigte,
dass TRPC3 keinen Einfluss auf den speichergesteuerten Kalziumeinstrom hat,
konnte auch von unserer Arbeitsgruppe im Kalziumeinstrom nach Speicherent-
leerung mit Thapsigargin kein Unterschied zwischen Kontroll- und TRPC3-
siRNA transfizierten CD4+-Zellen gemessen werden. Jedoch weisen diese Ex-
perimente auf einen Einfluss von TRPC3 auf die steady-state Kalziumkonzen-
tration in T-Zellen hin.
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Kapitel 5
Diskussion
Kalzium spielt eine Schlu¨sselrolle fu¨r die Aktivierung und Proliferation der T-
Zelle [76]. Der Einstrom von Ca2+ u¨ber die Plasmamembran ist ein entschei-
dender Prozess, wobei das extrazellula¨re Ca2+ die wichtigste Kalziumressource
darstellt. Der Einstrom von Kalzium findet u¨ber speichergesteuerte kalzium-
selektive CRAC-Kana¨le statt (rev. in [40]). Da das extrazellula¨re Kalzium ent-
scheidend fu¨r die Proliferation der T-Zelle ist [76], wurde im ersten Teil die-
ser Arbeit die intrazellula¨re Kalziumkonzentration ([Ca2+]i) im Steady-State
in prima¨ren stimulierten CD4+-Zellen in Abha¨ngigkeit von der extrazellula¨ren
Kalziumkonzentration ([Ca2+]e) untersucht. Um mo¨glichst physiologische Be-
dingungen zu gewa¨hrleisten, wurden alle Messungen bei 37◦C durchgefu¨hrt und
die CD4+-Zellen wurden fokal mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Polysty-
renmikropartikeln (Beads) stimuliert. Die fokale Stimulation ist der Stimulation
mit lo¨slichen Antiko¨rpern oder mit Thapsigargin, dem Inhibitor der SERCA-
Pumpen, u¨berlegen, da Prozesse erhalten bleiben, die durch die Polarisation
der Zelle infolge der Ausbildung einer Immunologischen Synapse stattfinden.
Zudem zeigt der Kalziumeinstrom u¨ber die Plasmamembran nach Zugabe von
Thapsigargin eine andere Kinetik als nach Stimulation mit Beads [68] und ist
nach Beadstimulation der CD4+-Zellen ho¨her als bei der Zugabe lo¨slicher An-
tiko¨rper [68].
Eine Abnahme der [Ca2+]e in prima¨ren beadstimulierten CD4+-Zellen fu¨hr-
te zu einer Reduktion der [Ca2+]i. Dies belegt die Bedeutung des extrazellula¨ren
Kalziums fu¨r den intrazellula¨ren Kalziumspiegel. Fu¨r die Konstanthaltung des
Ruhekalziums spielt wahrscheinlich die spontane Aktivierung der CRAC-Kana¨le
eine Rolle. Die Arbeitsgruppe von I. Schulz zeigte, dass in RBL-1 Zellen bei ei-
ner geringen [Ca2+]i zwischen 30 nM und 50 nM der ICRAC unabha¨ngig von der
Entleerung der intrazellula¨ren Kalziumspeicher aktiviert wird. Diese spontane
Aktivierung des ICRAC bei niedriger [Ca2+]i fungiert als Feedback-Mechanismus
zur Konstanthaltung des Ruhekalziums [39].
Eine genauere Analyse der Kinetik der [Ca2+]i zeigte, dass auch die Mor-
phologie der Kalziumsignale von der [Ca2+]e abha¨ngt. Das heißt, die [Ca2+]i in
den einzelnen Zellen ist keine konstante Gro¨ße, sondern a¨ndert sich bereits u¨ber
einen Zeitraum von zehn Minuten in Form von einzelnen transienten Anstiegen
bis hin zu Oszillationen, wobei die Ha¨ufigkeit und Amplitude der Transienten
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bei einer Reduktion der [Ca2+]e abnimmt. Die Transienten mit einer mittle-
ren [Ca2+]i von 209 nM wurden nur bis zu einer [Ca2+]e von gro¨ßer als 36µM
gemessen. Da bei Reduktion der [Ca2+]e die Proliferation sta¨rker abnahm als
die mittlere [Ca2+]i, ko¨nnte das Fehlen dieser Transienten eine Ursache fu¨r die
Diskrepanz zwischen Proliferation und mittlerer [Ca2+]i sein.
Fu¨r eine maximale Proliferation von prima¨ren CD4+-Zellen ist eine [Ca2+]e
von 130µM ausreichend. In diesem Bereich ist die [Ca2+]i in CD4+-Zellen kon-
stant geblieben. Der Kalziumeinstrom durch den CRAC-Kanal wird allerdings
bei einer [Ca2+]e von 130µM um den Faktor zehn reduziert [29]. Es la¨sst sich
vermuten, dass insofern 10% der CRAC-Aktivita¨t fu¨r eine Konstanthaltung
der [Ca2+]i ausreicht. Das wu¨rde bedeuten, eine geringe extrazellula¨re Kalzi-
umkonzentration reicht aus, um die intrazellula¨re Kalziumkonzentration und
damit die Aktivierung und Proliferation der Zelle aufrecht zu erhalten. In vivo
ko¨nnte die Kalziumkonzentration in Lymphknoten wa¨hrend einer Inflammation
ein limitierender Faktor sein. Die freie Kalziumkonzentration in Lymphknoten
ist zwar nicht bekannt, dennoch kann anhand von elektronenmikroskopischen
Aufnahmen vermutet werden, da 99% des Lymphknotens aus Zellen bestehen
und nur ca. 1% aus Extrazellularraum, dass das freie Kalzium limitierend sein
ko¨nnte.
Von unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass bei einer Unterschreitung ei-
ner [Ca2+]e von 50µM die Zellen apoptotisch werden. Bei einer [Ca2+]e gro¨ßer
als 50µM dominiert die Proliferation. In beadstimulierten CD4+-Zellen betrug
die [Ca2+]i bei einer [Ca2+]e von 50µM 170nM. In diesem Bereich haben kleine
A¨nderungen in der [Ca2+]e große A¨nderungen der [Ca2+]i zur Folge. Dass die
[Ca2+]e die [Ca2+]i in entscheidendem Maße beeinflusst, la¨sst darauf schließen,
wie u¨ber die [Ca2+]i die Balance zwischen Apoptose und Proliferation kontrol-
liert wird. Geringe A¨nderungen in der [Ca2+]i haben insofern großen Einfluss
auf die T-Zell vermittelte Immunantwort. Dass ein geringer Kalziumeinstrom
u¨ber die CRAC-Kana¨le ausreicht, um eine Aktivierung und Proliferation der T-
Zellen zu gewa¨hrleisten, ist mit der Tatsache u¨bereinstimmend, dass heterozy-
gote SCID Patienten kein Anzeichen fu¨r eine Immundefizienz zeigen. Allerdings
ist ein Defekt im kapazitiven Kalziumeinstrom in T-Zellen mit einer Mutation
in ORAI1 unter kalziumlimitierenden Bedingungen beschrieben [19]. Wenn also
Apoptose und Proliferation so entscheidend u¨ber die [Ca2+]i in CD4+-Zellen re-
guliert werden, kann man sich vorstellen, welchen Einfluss eine medikamento¨se
Beeinflussung des Kalziumeinstroms durch einen CRAC-Kanalblocker in der
Therapie von Erkrankungen mit u¨berschießender Immunantwort wie beispiels-
weise Asthma bronchiale oder Morbus Chron haben kann. Dass das intrazel-
lula¨re Kalzium bei Apoptose in T-Zellen eine Rolle spielt, hat auch die Arbeit
von Contini et al. gezeigt. Sie postulieren, dass die Apoptose von zytotoxischen
T-Zellen sowohl u¨ber einen kalziumabha¨ngigen Kalzium-Calmodulin-Signalweg,
als auch u¨ber einen kalziumunabha¨ngigen Proteinkinase C-Signalweg eingeleitet
werden kann [9].
Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von STIM1 und TRPC3 auf
die steady-state [Ca2+]i in CD4+-Zellen mittels RNAi untersucht. Expressions-
analysen unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass TRPC3 nach Stimulation
hochreguliert wird. Insofern liegt es nahe, dass TRPC3 nach der Aktivierung
50
von prima¨ren CD4+-Zellen eine Rolle spielt [58]. Deshalb wurde untersucht, wel-
chen Einfluss TRPC3 auf die Kalziumhomo¨ostase in CD4+-Zellen hat. Zuna¨chst
wurde die Effizienz der Herunterregulation mittels RNAi in prima¨ren CD4+-
Zellen nachgewiesen. Da der Nachweis des Effektes der verwendeten TRPC3-
siRNA in prima¨ren CD4+-Zellen auf mRNA-Ebene bisher leider noch nicht
mo¨glich war und ein Nachweis mittels Immunfluoreszenz wegen fehlender spezi-
fischer TRPC3-Antiko¨rper bisher auch nicht durchzufu¨hren war, wurde STIM1
als Positivkontrolle fu¨r den Nachweis der Effizienz der RNAi verwendet. Mittels
Immunfluoreszenz wurde eine Herunterregulation von STIM1 in STIM1-siRNA
transfizierten Zellen an Tag 1 und 2 nach Stimulationsbeginn nachgewiesen.
Es wurde außerdem festgestellt, dass an Tag 3 nach Stimulationsbeginn der
STIM1-Gehalt in STIM1-siRNA transfizierten Zellen ho¨her war als in den Kon-
trollzellen. Auch der Kalziumeinstrom nach Speicherentleerung war an Tag 3
in STIM1-siRNA transfizierten Zellen ho¨her als in Kontrollzellen. Dies la¨sst
vermuten, dass die siRNA zu diesem Zeitpunkt in den Zellen bereits abgebaut
war und die Zellen STIM1 hochregulierten, um eine Aktivierung und Prolife-
ration der Zellen sicherzustellen und den bisherigen Defekt im Kalziumhaus-
halt auszugleichen. Im Gegensatz zu den stimulierten Zellen a¨nderte sich der
STIM1-Gehalt mit zunehmender Inkubationsdauer nur geringfu¨gig. Dies weist
darauf hin, dass in stimulierten Zellen der STIM1-Gehalt fu¨r die Aktivierung
und Proliferation der Zellen hochreguliert wird. Da in der Immunfluoreszenz nur
Zellen ohne Beadkontakt ausgewertet werden konnten (Abschnitt 4.5.1), ist zu
vermuten, dass der STIM1-Gehalt in voll stimulierten Zellen mit Beadkontakt
insgesamt noch ho¨her liegt als in Abbildung 4.11 angegeben.
Welchen Einfluss STIM1 auf die steady-state [Ca2+]i in prima¨ren CD4+-
Zellen hat, war zu dem Zeitpunkt der Experimentplanung und Durchfu¨hrung
noch nicht klar. Daher wurde in STIM1-siRNA und Kontroll-siRNA transfi-
zierten Zellen die [Ca2+]i in beadstimulierten und unstimulierten Zellen unter
kalziumlimitierenden Bedingungen gemessen. An Tag 1 und 2 nach Stimulati-
onsbeginn war die [Ca2+]i in STIM1-siRNA transfizierten Zellen gegenu¨ber der
Kontrolle reduziert und an Tag 3 wurde in STIM1-siRNA transfizierten Zellen
eine geringe Erho¨hung der [Ca2+]i gemessen. Dies besta¨tigt ebenfalls die Hoch-
regulation der Expression von STIM1 in STIM1-siRNA transfizierten Zellen
an Tag 3 nach Stimulationsbeginn. Anhand der Resultate konnte ein Einfluss
von STIM1 auf die steady-state [Ca2+]i in prima¨ren CD4+-Zellen nachgewiesen
werden. Die Arbeitsgruppe von T. Meyer vero¨ffentlichte nach dem Abschluss
der Experimente dieser Arbeit, dass im Wesentlichen STIM2 fu¨r die Regula-
tion des Ruhekalziums in CD4+-Zellen verantwortlich ist [5]. Die zytosolische
Kalziumkonzentration ist das Resultat aus dem Zusammenspiel des Ca2+ Ein-
und Ausstrom u¨ber die Plasmamebran und dem Ein- und Ausstrom aus dem
ER. Sie konnten zeigen, dass eine Herunterregulation von STIM2 die basale
Kalziumkonzentration sowohl im Zytosol als auch im ER reduziert und eine
U¨berexpression von STIM2 diese erho¨ht. STIM2 kann wie STIM1 den SOCE
u¨ber die Regulation von ORAI1-Kana¨len aktivieren. STIM2 ist im Gegensatz
zu STIM1 bei einer basalen [Ca2+] des ER bereits aktiviert. Geringe A¨nderun-
gen in der [Ca2+] im ER werden von STIM2 registriert und fu¨hren entsprechend
bei einer geringen Reduktion der [Ca2+] im ER zu einer sta¨rkeren Aktivierung
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des SOCE. Im Gegenzug dazu ist fu¨r die Aktivierung von STIM1 ein sta¨rkerer
Abfall in der [Ca2+] des ER notwendig. Insofern postulieren sie, dass STIM2
das hauptverantwortliche Protein zur Stabilisierung des Ruhekalziums darstellt
[5]. Allerdings wurden diese Untersuchungen in Zelllinien und nicht in prima¨ren
Zellen durchgefu¨hrt. Das heißt, dass eine Beteiligung von STIM1 an der Regu-
lation des steady-state [Ca2+]i in humanen T-Zellen, so wie es in dieser Arbeit
gezeigt wurde, mo¨glich ist. Um diese Frage abschließend zu kla¨ren, mu¨sste auch
der Einfluss einer STIM2 Herunterregulation auf die [Ca2+]i in prima¨ren Zellen
untersucht werden.
Nachdem anhand von STIM1 die Effizienz der Herunterregulation mittels
RNAi in prima¨ren CD4+-Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde im na¨chsten
Schritt die [Ca2+]i in TRPC3-siRNA transfizierten CD4+-Zellen untersucht. An
Tag 2 nach Stimulationsbeginn mit anti-CD3/anti-CD28 gekoppelten Beads
konnte wie bei STIM1 eine geringe aber signifikante Reduktion der [Ca2+]i in
TRPC3-siRNA transfizierten CD4+-Zellen unter kalziumlimitierenden Bedin-
gungen gemessen werden. Ebenso konnte eine geringere [Ca2+]i in TRPC3-
siRNA transfizierten, unstimulierten CD4+-Zellen 5 bzw. 6 Tage nach Trans-
fektion gezeigt werden. Dies la¨sst auf eine Beteiligung von TRPC3 bei der
Regulation des steady-state [Ca2+]i in CD4+-Zellen schließen.
Ein Problem ist, dass die Unterschiede zwischen Kontroll- und STIM1- bzw.
TRPC3-siRNA transfizierten Zellen sehr klein sind. Eine Ursache dafu¨r ko¨nnte
in der Stabilita¨t der verwendeten siRNA liegen. Die Halbwertszeit der siRNA
ha¨ngt in entscheidendem Maße von der Aktivita¨t der intrazellula¨ren Nukleasen
ab. 2008 wurden siRNA mit la¨ngerer Halbwertszeit in prima¨ren T-Lymphozyten
vero¨ffentlicht, was durch eine chemische Modifikation der Sequenzen erreicht
worden war. Damit konnte eine Stabilita¨t der siRNA von bis zu zwei Wo-
chen in nicht teilenden Zellen erreicht werden [52]. Ein weiteres Problem stellt
die Turn-over-Rate der untersuchten Membranproteine dar. Insbesondere fu¨r
TRPC3 konnte auf Proteinebene wegen fehlender spezifischer Antiko¨rper kein
Verlauf der Expression von TRPC3 nach Transfektion durchgefu¨hrt werden, um
den gro¨ßtmo¨glichen Effekt der siRNA zeitlich zu bestimmen. Die Proliferations-
experimente in TRPC3-siRNA transfizierten Zellen dienten zur Abscha¨tzung
der Tage an denen die Messungen zur Bestimmung der [Ca2+]i in TRPC3-
siRNA transfizierten Zellen durchgefu¨hrt wurde. Als Schwierigkeit kommt hin-
zu, dass TRPC3 mit TRPC1 heteromere Komplexe bilden kann [75]. Liegt
ein solches Heteromer in vivo vor, ko¨nnte bei einer Herunterregulation von
TRPC3 die Funktion von einem etwaig mit TRPC3 heteromultimerisierten
TRP-Kanal u¨bernommen werden und dadurch einen sichtbaren Effekt der siR-
NA abschwa¨chen. Dass insbesondere in stimulierten Zellen die Effekte tenden-
ziell nicht so stark ausgepra¨gt sind wie in unstimulierten Zellen, ko¨nnte daran
liegen, dass die jeweilige Messung u¨ber zehn Minuten nur eine Momentaufnahme
liefert. Da ein großer Unterschied in der [Ca2+]i zwischen Zellen mit und ohne
Beadkontakt liegt, die Zellen zwar getrennt analysiert worden sind, kann trotz-
dem nicht beurteilt werden, ob und wie lange die Zellen vor dem Experiment
einen Beadkontakt hatten. Die na¨chste Schwierigkeit lag in der Verwendung von
prima¨ren Zellen. Das heißt, dass eine gewisse Variabilita¨t unter den einzelnen
Spendern zu beru¨cksichtigen ist.
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U¨ber die physiologische Funktion von TRPC3 in vivo sind in den letzten
Jahren einige Erkenntnisse gewonnen worden. TRPC3 scheint eine Rolle in der
Funktion des zentralen Nervensystems (ZNS) zu haben. Es ist hauptsa¨chlich
in Herz und ZNS exprimiert, insbesondere im Zerebellum. In neonatalen Rat-
ten fu¨hrt der Knockout von TRPC3 zu der Apoptose von Granulazellen des
Kleinhirns (rev. in [81]). Becker et al. identifizierten eine heterozygote trpc3
Punktmutation, die in den betroffenen Ma¨usen zu einer Sto¨rung der Entwick-
lung der Purkinjezellen im Kleinhirn fu¨hrt und eine zerebellare Ataxie verur-
sacht [2]. Rodriguez-Santiago et al. haben in TRPC3 Knockoutma¨usen eine
rezessiv vererbbare Motoneuronenerkrankung beschrieben [70]. Daneben wurde
gezeigt, dass eine Deletion von TRPC3 in Ma¨usen den SOCE in Azinuszellen
des Pankreas um 50% reduziert, was ein Hinweis dafu¨r liefert, dass TRPC3 in
vivo als SOCE fungiert. Der reduzierte Kalziumeinstrom in den aus TRPC3
Knockoutma¨usen isolierten Azinuszellen fu¨hrt zu geringeren Kalziumoszillatio-
nen und schu¨tzt die Ma¨use vor einer akuten Pankreatitis [38]. In Mastzellen
scheint TRPC3 an einem ROCE beteiligt zu sein, der fu¨r eine volle Degranula-
tion der Mastzellen notwendig ist [74]. In Meerschwein und Maus tra¨gt TRPC3
zur Kalziumhomo¨ostase in den Haarzellen der Cochlea bei [80]. In Patienten
mit Idiopathischer Pulmonaler Hypertonie wurde eine erho¨hte Expression von
TRPC3 in den glatten Muskelzellen der pulmonalen Arterien gefunden, die zu
einer Hypertrophie der glatten Muskelzellen fu¨hrt [89].
Welche Rolle TRPC3 im Kalziumeinstrom in T-Zellen hat, ist noch nicht
gekla¨rt. Es scheint unwahrscheinlich, dass TRPC3 auf den speichergesteuerten
Kalziumeinstrom direkt einen Einfluss hat. Im Kalziumeinstrom nach Spei-
cherentleerung mit Thapsigargin konnte bisher kein Unterschied zwischen Kon-
troll- und TRPC3-siRNA transfizierten CD4+-Zellen festgestellt werden [6, 66].
Die meisten Studien postulieren fu¨r TRPC3 einen SOCE unabha¨ngigen
Aktivierungsmechanismus (rev. in [6]), einen so genannten ,,receptor-operated
Ca2+ entry” (ROCE). In diesem Fall fu¨hrt die Bindung eines Agonisten an
einen Gq-gekoppelten Rezeptor zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC), die
Phosphoinositol-4,5-bisphosphat in DAG und IP3 spaltet. Es wurde gezeigt, das
TRPC3 sowohl von DAG [26] als auch u¨ber die PLC direkt [55] aktiviert werden
kann. Der Rezeptor vermittelte Kalziumeinstrom kann dann sowohl u¨ber nicht-
selektive Kalziumkana¨le wie z. B. TRPC3 oder u¨ber den CRAC-Kanal infolge
der Speicherentleerung nach IP3-Rezeptoraktivierung stattfinden (rev. in [4]).
Auf die Frage, welchen Einfluss TRPC3 auf den Kalziumeinstrom in T-
Zellen hat, lassen sich verschiedene Antwortmo¨glichkeiten in Betracht ziehen.
TRPC3 ko¨nnte einen eigenen Kanal bilden. Da TRPC3 einen unselektiven Ka-
tionenkanal darstellt, wu¨rde neben Kalzium auch Natrium in die Zelle ein-
stro¨men und demzufolge die Zelle depolarisieren, was im Gegenzug zu einer
Reduktion des SOCE infolge der Inhibition des CRAC-Kanals fu¨hren wu¨rde
[40].
Des Weiteren ist denkbar, dass eine Interaktion von TRPC3 mit dem Na+/Ca2+
Austauscher besteht, wie sie bereits in HEK-293 beschrieben wurde [72]. Durch
TRPC3 einstro¨mendes Na+ ko¨nnte einen Kalziumeinstrom in die Zelle zur Fol-
ge haben, wenn der Na+/Ca2+-Austauscher in einem Umkehrmechanismus Na+
im Gegenzug zu Ca2+ aus der Zelle herauspumpt. Allerdings gibt es bisher kei-
53
DISKUSSION
nen Hinweis fu¨r die Existenz eines Na+/Ca2+-Austauschers in T-Zellen [15].
Letztlich ist auch eine Mitwirkung von TRPC3 am kapazitiven Kalziumein-
strom in T-Zellen nicht auszuschließen. Mehrere Publikationen sprechen dafu¨r.
Dazu geho¨rt die Interaktion von TRPC1 und TRPC3 mit STIM1. TRPC1
kann direkt durch STIM1 aktiviert werden, wa¨hrend TRPC3 indirekt u¨ber
die Heteromultimerisierung von TRPC3 mit TRPC1 aktiviert wird [90]. Kim
et al. zeigten, dass in HEK-Zellen die Interaktion von TRPC1 mit STIM1
fu¨r die Aktivierung von ORAI1 notwendig ist, wa¨hrend in Jurkat-T-Zellen
ORAI1 und STIM1 unabha¨ngig von TRPC-Kana¨len interagieren. Sie postulie-
ren, SOCE-Kana¨le ko¨nnten je nach Zelltyp aus verschiedenen Proteinkomple-
xen zusammengesetzt sein. Denkbar sind Komplexe aus ORAI1-STIM1, TRPC-
STIM1 oder ORAI1-STIM1-TRPC [37]. Auch die Arbeitsgruppe von L. Birn-
baumer postuliert, dass ein heteromerer Komplex aus ORAI1 und TRPC-
Kana¨len fu¨r den SOCE verantwortlich ist. Sie zeigten eine Interaktion von
TRPC3 und TRPC6 mit ORAI1. Die Beteiligung von TRPC-Kana¨len am SO-
CE belegen sie mit Studien in HEK-Zellen, in denen heterolog exprimiertes
ORAI1 den Thapsigargin vermittelten Kalziumeinstrom in Zellen erho¨ht, die
mit TRPC3 oder TRPC6 koexprimiert wurden [50]. Ihre Hypothese ist, dass
der TRPC/ORAI Komplexes als SOCE oder ROCE fungieren kann. Dies ist
abha¨ngig von der Lokalisation des Komplexes in der Plasmamembran (Abb.
5.1). Der TRPC/ORAI-Komplex kann entweder innerhalb oder außerhalb von
so genannten ,,Lipid Rafts” liegen. Darunter versteht man bestimmte Mem-
brankompartimente, die reich an Cholesterin und Sphingomyelin sind. Liegt der
Komplex aus TRPC/ORAI außerhalb der Lipid Raft, kann durch die Bindung
eines Agonisten an einen Gq-gekoppelten Rezeptor der ROCE aktiviert werden.
Findet infolge einer Speicherentleerung die Aktivierung von STIM1 statt, wird
der TRPC/ORAI-Komplex in die Lipid Raft rekrutiert und eine SOCE findet
statt [47]. Der C-Terminus von STIM1 kann dabei an das C-terminale Ende von
ORAI1 anbinden [57] und mit dem C-Terminus von TRPC1 interagieren [93].
Diese Arbeit konnte den Einfluss von TRPC3 und STIM1 auf die steady-
state [Ca2+]i in prima¨ren CD4+-Zellen untermauern. Nichtsdestotrotz wird die
Rolle von TRPC3 auf die Regulation der Kalziumhomo¨ostase in T-Lymphozyten
nach wie vor kontrovers diskutiert [77]. Weitere Studien werden notwendig sein,
um die molekulare Identita¨t und die genauen Aktivierungsmechanismen des SO-
CE und ROCE in T-Zellen zu identifizieren.
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Abbildung 5.1: Der Komplex aus TRPC (lila) und ORAI (rot) fungiert außerhalb
der Lipid Raft als ROCE und innerhalb der Lipid Raft als SOCE. Die Aktivierung des
SOCE verbunden mit der Rekrutierung in die Lipid Raft findet durch STIM1 statt.
STIM1 kann sowohl an das C-terminale Ende von ORAI (gelb) anbinden, als auch
mit dem C-Terminus von TRPC (hellblau) interagieren. Der IP3-Rezeptor (cyan) ist
in seiner aktivierten Form gezeigt, in der er an TRPC binden kann (rosa) und so den
ROCE aktiviert [47].
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